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RESUMEN (en espaiiol)

Dada la experiencia previa de nuestro grupo en la funcionalizaciéon de
nanoparticulas de fosfato de titanio (NPFT), y teniendo en cuenta que las NPFT y las
nanozeolitas (NZ) poseen una capacidad similar para intercambiar cationes y para ser
funcionalizadas, decidimos iniciar una colaboraciéon con el grupo del Dr. Manuel
Moliner Marin (ITQ-UPV), experto en el campo de las zeolitas, y el grupo del Profesor
Agustin Costa (Departamento de Quimica Analitica de la Universidad de Oviedo),
experto en electroquimica, para estudiar la funcionalizacién y bioconjugacion de
nanozeolitas cargadas con cationes electroquimicamente activos. con el objetivo final de

preparar nuevas marcas para biosensores electroquimicos.

En una primera etapa, logramos incorporar cationes de Cd*" a la nanozeolita H-
Beta por tratamiento con una disolucion acuosa de Cd(CH3COOQO)2. Posteriormente, las
nanoparticulas resultantes fueron funcionalizadas con distintas aminas y poliaminas: n-
octilamina, OA., 1.8-octanodiamina, ODA, ftris(2-ammoetil)amina, TREN, vy
poli(hidrocloruro de alilamina), PAH. Los productos resultantes fueron caracterizados
mediante FTIR, RMN de sélido de C-13 (CPMAS), DRX y HR-TEM, que pusieron de

manifiesto la elevada tendencia de estas zeolitas a la agregacion. Seguidamente. las
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zeolitas cargadas unicamente con Cd-" o cargadas con cadmio y recubiertas con ODA y
PAH fueron bioconjugadas con neutravidina, NAV. por reacciéon directa o usando

glutaraldehido como puente entre las zeolitas y la proteina.

En una segunda etapa, y usando la nanozeolita comercial CP814E como modelo,
la nanozeolita H-Beta fue cargada con concentraciones superiores de Cd>", siendo
funcionalizadas ambas nanozeolitas con (3-aminopropil)trietoxisilano, APTES. que se
anclo en su superficie. Las nanoparticulas resultantes fueron caracterizadas por RMN de
solido de Si-29 (CPMAS y BD). analisis textural: adsorcién de N», ICP-MS y FTIR.
Posteriormente, las nanozeolitas fueron bioconjugadas con la NAV, con la ayuda del
glutaraldehido. Las micrografias de HR-TEM mostraron que el empleo de APTES no

logro evitar la aglomeracion de las nanozeolitas.

Finalmente, se prepararon nuevas nanozeolitas H-Beta incorporando cationes
Cu’* durante el proceso de sintesis. De todas ellas, se escogié la nanozeolita CuBeta 23
para ser funcionalizada con APTES y bioconjugada con NAV por ser la nanozeolita que
contenia mas cobre y con mejor distribucion, tal como indicaron las micrografias FE-
SEM. Usando una suspension de agarosa en agua se logré dispersar homogéneamente la
nanozeolita resultante. De este modo. se logré que la NAV enlazada a la CuBeta 23 se
uniera selectivamente a la biotina anclada en un electrodo (un paso imprescindible en la
preparacién de marcas para biosensores). No obstante, la reproducibilidad de estas

medidas fue baja.
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RESUMEN (en Inglés)

Our group is interested in metal-based nanoparticles as labels for
electrochemical biosensors. Thus, we were able to load titanium phosphate
nanoparticles with several electroactive metals (cadmium, bismuth, silver, mercury and
copper) and then, to bioconjugate the resulting nanoparticles with neutravidin. Finally,
we studied their application as tags for electrochemical biosensors in collaboration with
the electroanalytical team of Prof. A. Costa (University of Oviedo). As far as
nanozeolites are ion exchangers and they can also be functionalized, it seemed plausible
that they could be appropriate candidates to be converted into tags for electrochemical
biosensors. Therefore, we contacted the zeolite group of Dr. M. Moliner from the ITQ

(Valencia), to explore this possibility.

In a first stage, Cd™ ions were incorporated into H-Beta nanozeolite by treating
it with a cadmium acetate water solution. After that, the resulting nanoparticles were
functionalized with several amines and polyamines including n-octylamine, OA. 1.8-
octanodiamine, ODA, tris(2-aminoethyl)amine, TREN, and poly(allylamine), PAH. The
obtained nanozeolites were characterized by FTIR, C CPMAS solid NMR. XRD and
HR-TEM techniques, which revealed a strong tendency of these nanozeolites to the
aggregation. Later. the nanozeolites charged with cadmium ions, or loaded with
cadmium (II) cations and functionalized with ODA and PAH. were bioconjugated with
neutravidin by direct reaction or using glutaraldehyde as a bridge between the

nanoparticles and the protein, respectively.

In a second stage. and using the commercial zeolite CP814E as a model, the H-
Beta nanozeolite was first loaded with higher cadmium concentration following an

iterative method and then, both nanozeolites were functionalized with (3-
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aminopropyl)triethoxysilane, APTES, which was anchored on their surface. The
resulting products were characterized by *°Si solid NMR (CPMAS and BD), BET
surface determination, ICP-MS. and FTIR techniques. Later, these nanozeolites were
bioconjugated with neutravidin using glutaraldehyde as a bridge. The HR-TEM
micrographs of H-Beta-Na-Cd2-APTES-Glu showed that the tendency to agglomeration

could not be avoided using APTES instead of the amines used previously.

Finally, it was accomplished the synthesis of a new type of beta zeolites,
incorporating copper (II) as electroactive cation during the hydrothermal process. One
of them, the nanozeolite CuBeta 23, with higher and better distributed Cu’" cations (as
it was shown using the FE-SEM technique. was functionalized with APTES and later
bioconjugated with neutravidin (with the help of glutaraldehyde). By using an agarose
suspension in water, the resulting zeolites were dispersed homogeneously. In this way,
the NZ (M™") — NAV platforms, prepared with the CuBeta 23, were able to bind
specifically to biotin molecules anchored on an electrode (a necessary step to be
converted into a tag for electrochemical biosensor). However, the reproducibility of

these measurements was low.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN SINTESIS Y REACTIVIDAD QUIMICA
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Capitulo 1

Este trabajo se ha desarrollado en el Departamento de Quimica Organica e
Inorgénica de la Facultad de Quimica de la Universidad de Oviedo bajo la direccion del
Dr. Francisco Javier Garcia Alonso, Catedratico de Quimica Inorganica y en el Instituto
de Tecnologia Quimica de la Universidad Politécnica de Valencia (ITQ-UPV) bajo la
direccion del Dr. Manuel Moliner Marin, Cientifico Titular del CSIC y experto en el
campo de las zeolitas. Ademas, se ha mantenido una estrecha colaboracion con el grupo
de electroquimica del Profesor Agustin Costa, Catedratico de Quimica Analitica de la

Universidad de Oviedo.

Nuestro grupo posee una amplia experiencia en el estudio de las Nanoparticulas
de Fosfato de Titanio, NPFT, como especies capaces de incorporar cationes metalicos y
susceptibles de ser funcionalizadas en su superficie -2, y, por tanto, actuar como marcas
de biosensores electroquimicos. Dada la similitud existente entre las NPFT y las
nanozeolitas (NZ) en cuanto a capacidad para intercambiar cationes y para ser
funcionalizadas, decidimos iniciar una colaboracién con los grupos del Dr. Manuel
Moliner Marin y del Profesor Agustin Costa para estudiar la funcionalizacion y
bioconjugacion de nanozeolitas cargadas con cationes electroquimicamente activos con

el objetivo final de preparar nuevas marcas para biosensores.



Capitulo 1

1.1. Zeolitas

Las zeolitas son aluminosilicatos con una estructura anionica rigida, formada a
partir de tetraedros TOa4 (T = Si 0 Al) compartiendo vértices, dotada de una red de poros
y cavidades de dimensiones moleculares (~ 3 - 10 A), por donde pueden circular cationes

y moléculas, y cuya formula general se puede expresar como M™y (AlSi1x02).yH20 &

11

La estructura cristalina de las zeolitas se encuentra principalmente formada por
atomos de silicio en coordinacion tetraédrica. No obstante, la sustitucion isomorfica de
alguno de esos atomos de silicio por un d&tomo de Al genera una carga negativa en la
estructura, debido a que los atomos de Al tienen una carga (3+) y los atomos de Si tienen
una carga (4+). En el caso de las zeolitas, esa carga negativa se puede compensar con la
presencia en sus canales/cavidades de cationes de distinta carga °, siendo normalmente
cationes alcalinos o alcalinotérreos, o protones (H*) anclados a los oxigenos puente entre
los atomos de aluminio y silicio, AI-O(H)*-Si 2. Dependiendo de la naturaleza de esos
cationes, se pueden controlar las propiedades acidas/basicas de las zeolitas, permitiendo

su uso como catalizadores heterogéneos 2.

La distribucion de aluminios en las zeolitas sigue la regla de Lowenstein ** seguin
la cual no puede haber fragmentos Al-O-Al. Eso limita el valor de x, que no puede superar
el valor 0.5 . Ocasionalmente x puede valer cero 1, si la zeolita es puramente de 6xido

de silicio.

La capacidad de ajustar la relacion de Si/Al de las zeolitas resulta de gran utilidad
para diferentes aplicaciones, ya que permite tener materiales altamente hidréfobos
(puramente siliceo o con una elevada relacion de Si/Al), que pueden adsorber

componentes organicos en medios altamente polares (por ejemplo, acuosos), o, por el
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contrario, materiales muy hidrofilicos (baja relacion de Si/Al), que pueden adsorber agua

en medios apolares (por ejemplo, numerosos disolventes organicos) 10415,

De manera general, las principales propiedades de las zeolitas son las siguientes

- Elevada superficie microporosa, que permite la difusion de moléculas y su interaccion

con los centros activos distribuidos a lo largo de dicha superficie.

- Importante selectividad de forma de los reactivos, de los estados de transicion y de los
productos de las reacciones que ocurran en su interior. Es decir, que debido al tamafio de
los poros y de las cavidades, permiten diferenciar por tamafio y forma los reactivos
disponibles en el medio, facilitando su difusion o formacion selectiva a lo largo de dichos

poros y/o cavidades (Ver Figura 1) 16,

- Elevada capacidad de intercambio ionico. Debido al control de la carga negativa en la
red cristalina de las zeolitas, se pueden utilizar como excelentes materiales de intercambio
catiénico. En general, los cationes utilizados pueden incluir metales de transicion ademas

de los habituales alcalinos y alcalinotérreos.

- Posibilidad de controlar sus capacidades &cidas/basicas dependiendo de los
heteroatomos que conforman la red cristalina. Por ejemplo, cuando las zeolitas presentan
atomos de Al, se pueden utilizar como excelentes catalizadores heterogéneos acidos de
Bransted, gracias a los fragmentos Al-O(H)*-Si. Por otro lado, la posibilidad de modificar
la composicion de la estructura cristalina por otros heteroatomos, como por ejemplo Be,
B, P, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Zn, Ga, Ge, y Zr, permite controlar sus propiedades, tales

como propiedades redox o &cido de Lewis.
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- Gran estabilidad quimica, mecanica, térmica e hidrotermal, permitiendo su aplicacion

incluso en condiciones de operacién muy severas (altas temperaturas, pHs, y presencia

de vapor).
Selectividad Reactivos
\/\/\/ 3 +

Selectividad Productos

CH,0H + Q_ j]ﬁj/‘—:@\;: II: _Q_

Selectividad Estados de Transicion

| -
- - O .

1 _

S |
O—’_’-@

— —

Figura 1. Selectividad de forma de las zeolitas.

El tamafio de los poros de las zeolitas se puede modificar dependiendo de las
condiciones de sintesis empleadas. De manera general, se puede decir que las zeolitas se
pueden clasificar, atendiendo al tamafio de sus poros, teniendo entonces zeolitas de poro

pequefio (anillos de 8 tetraedros, ~ 3.5 A), de poro medio (anillos de 10 tetraedros, ~ 5.5



Capitulo 1

A), de poro grande (anillos de 12 tetraedros, ~ 6.5 — 7 A), o de poro extragrande (anillos
superiores a 12 tetraedros, > 7 A). A veces, una misma zeolita puede presentar mas de un

tipo de poro en la misma estructura, como por ejemplo la zeolita ITQ-39 ¥

Actualmente se conocen 248 tipos de zeolitas de acuerdo con la versién mas
reciente que aparece en la pagina de la “International Zeolite Association” (IZA) 8. Se
puede encontrar amplia informacion sobre sus estructuras en la Gltima actualizacion del
“Atlas of Zeolite Framework Types” % 1°. La gran diversidad de zeolitas conocidas, tanto
desde el punto de vista quimico como estructural, se debe a la relacion que existe entre la
composicion quimica de las zeolitas y el tipo de estructura que presenten 2°. Las diferentes
estructuras de zeolitas que existen estan recopiladas por la IZA y se identifican mediante
un codigo de 3 letras cada una (Ejemplos: *BEA, MWW, EMT...), el cual aparece
acompafiado de un asterisco cuando designa a un material parcialmente desordenado **

18,19 En la presente tesis doctoral se han utilizado diferentes zeolitas de tipo Beta (*BEA)

10, 18, 19

La sintesis de zeolitas consiste preferentemente en mezclar a una temperatura
comprendida entre 100 y 200 °C, en un sistema cerrado, diferentes sales organicas e
inorganicas en medio acuoso, llevandose a cabo su preparacion en condiciones
hidrotermales 1% > 20, |_as sales cationicas presentes en la mezcla actlian como agentes
directores de estructura, ADES, tanto inorganicos como organicos, siendo determinantes
en la preparacion de zeolitas con nuevas composiciones y estructuras 2L, Las especies
organicas mas utilizadas como agentes directores de estructura organicos, ADEOs, son

las aminas vy las sales cuaternarias de amonio *°.

Durante el proceso de sintesis, se produce una reaccion entre los componentes del

gel de partida, inicidndose un proceso de nucleacién seguido de un posterior crecimiento
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de los nlcleos hasta obtenerse los cristales finales > 2% 2L, Existe una correlacion entre el
namero de nucleos generados y el tamafio de los cristales finales, como se observa en la

Figura 2 2%,

Tamaiio de los cristales finales

Y

Numero de nucleos por unidad de gel

Figura 2. Relacién entre el nimero de nicleos generados durante el proceso de sintesis de una zeolita y

el tamafio de los cristales finales.

Como se puede deducir de la figura anterior, el nimero de nucleos que se generan
durante el proceso de sintesis determina el tamafio final del cristal 2% 2, Esto supone que
una nucleacion abundante conduce a cristales muy pequefios mientras que la formacién

de pocos ndcleos implica la obtencion de cristales mas grandes 22,

Por tanto, si somos capaces de controlar las etapas de nucleacion y crecimiento,
podremos controlar el tamafio de los cristales de las zeolitas obtenidas. Esta caracteristica
es muy importante, porque la capacidad de sintetizar las zeolitas con tamafios inferiores
a los 100 nm permite incrementar considerablemente su superficie externa, ofreciendo no
solo una mejor accesibilidad a las moléculas voluminosas a los centros activos situados

en el interior de los nanocristales, sino que también permite el potencial aprovechamiento
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de su gran area externa para poder modificarla con los grupos funcionales deseados. Las
zeolitas que presentan cristales inferiores a los 100 nm tradicionalmente se conocen como

nanozeolitas.

La sintesis de nanozeolitas no es una tarea sencilla. Existen muchas variables que
pueden influir en las etapas de nucleacién/cristalizacion, con lo que cada sistema requiere
de una optimizacion personalizada. De manera general, se puede afirmar que la seleccién
de los reactivos es uno de los factores fundamentales en la sintesis de las nanozeolitas .
Suele ser preferible que la mezcla se prepare con un bajo contenido en metales alcalinos,
que, junto a la dilucion del gel, suele evitar la aglomeracion de los cristales °. Existen
muchos métodos de sintesis descritos para controlar el tamafio de los cristales de las

zeolitas °.

Las zeolitas representan hoy en dia el mas amplio e importante grupo de
catalizadores industriales en estado sélido ?2. Se usan en la transformacion de
hidrocarburos y en la quimica fina232 para la eliminacion de 6xidos de nitrogeno 228 en
el aprovechamiento de la biomasa 2°3! o en la conversion del mondxido de carbono y

metano en productos de interés 323

Las zeolitas también tienen aplicaciones electroanaliticas 3, incluso pueden actuar
como parte de biosensores electroquimicos 3, pero en todos los casos la zeolita esta
directamente unida al electrodo. En general, se saca partido de su capacidad de
intercambio idnico, de la selectividad de tamafios que ofrecen sus poros y de la capacidad
de algunas zeolitas con elevada superficie externa para anclar enzimas, normalmente

aquellas con tamarios de cristal en el rango nanocristalino.
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En nuestro caso, el objetivo principal sera unir nanozeolitas cargadas con iones
electroactivos a un anticuerpo, de forma que la nanozeolita actie como marca del

biosensor.

10
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1.2. Biosensores

Un sensor quimico es un dispositivo que transforma informacién quimica
(concentracion de una especie quimica, denominada analito) en una sefial analitica Util.
Los sensores constan de dos partes (Ver Figura 3). La primera es un receptor, capaz de
reconocer el analito interaccionando con él, y la segunda es un instrumento (transductor),
que traduce la interaccion en una sefial procesable. Dado que el analito normalmente se
encuentra en una muestra compleja, es deseable que el sensor sea lo mas selectivo posible.
Cuando el receptor emplea un sistema bioquimico para reconocer el analito, entonces el

sensor se denomina biosensor “°.

Muestra Receptor l
Procesador
< )
o © Q
@) ¥ A ) Seiial
°, 0o @
D¢ )
Analito
Transductor

Figura 3. Esquema general del funcionamiento de un biosensor.

El reconocimiento de un analito se puede llevar a cabo

e Mediante una membrana (que permite o impide el paso al analito).
e Mediante una reaccidn catalitica (en la que un enzima reconoce al analito).
e Mediante la formacién de un complejo (por medio de enlaces no covalentes) entre el

analito y el sensor.

11
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En el dltimo caso, el complejo entre el analito y el sensor puede formarse **:

e Entre dos hebras de ADN que se reconocen mutuamente (una actlia como analito y la
otra como sensor).

e Entre un aptamero (oligonucle6tido o péptido), que es el sensor, y una molécula a la
que reconoce, que es el analito.

e Entre un polimero entrecruzado, que tiene huecos que se adaptan a la forma de una
molécula dada, denominado polimero impreso, y esa misma molécula (pueden actuar
indistintamente como sensor o analito).

e Entre un antigeno y un anticuerpo (pueden actuar indistintamente como sensor o

analito).

En general, el receptor puede estar inmovilizado sobre el transductor mediante
diferentes métodos “*** (Ver Figura 4); por adsorcion fisica, formacion de enlaces
covalentes, por afinidad (mediante la formacion de enlaces de hidrdgeno entre el sensor
y el transductor, union que se conoce como el modelo llave-cerradura), por atrapamiento

en un polimero 0 membrana, y por formacién de monocapas autoensambladas.

gy TOO0Y XY

Ads? 1:ci6n Enlaces Afinidad Polimeros Monocapas
Fisica Covalentes Autoensambladas

Figura 4. Métodos de inmovilizacion del elemento que actlia como biosensor sobre la superficie de un

transductor.

Por lo que se refiere al tipo de sefial que se genera en el transductor se distinguen

los siguientes tipos de biosensores 4!
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a) Sensores Opticos, si en el transductor se absorbe o se emite luz, o bien la luz es
reflejada, difractada o dispersada.

b) Sensores mecénicos, si se produce un cambio de masa que puede ser detectada,
generalmente, mediante un sistema piezoeléctrico.

c) Sensores térmicos, si se produce un cambio de temperatura (por algunos procesos
cataliticos).

d) Sensores electroquimicos, si la sefial generada es detectada por un electrodo.

En nuestro trabajo se han empleado biosensores electroquimicos. Estos sensores
destacan por su gran sensibilidad (capacidad para detectar pequefios cambios de
concentracion), selectividad (capacidad para detectar un analito concreto en una muestra
con muchas especies quimicas), fiabilidad, precio, y facilidad para ser miniaturizados (y
por tanto ser faciles de transportar). De hecho, los biosensores electroquimicos han sido

empleados con éxito en la industria, el medio ambiente, la agricultura y la medicina *.

Ahora bien, en este tipo de sensores son posibles diferentes tipos de transduccion
eléctrica *1. De todas ellas, aqui se ha utilizado la transduccion voltamperométrica, que
“se basa en la aplicacion de un barrido de potenciales y el registro de la corriente generada
en funcioén del potencial aplicado. Al producirse una reaccion redox, la corriente aumenta
(en términos absolutos) de manera proporcional a la concentracién de analito en la

muestra” 41,

En nuestro caso, se han elegido electrodos serigrafiados, como el que se muestra
en la Figura 5, ya que, ademas de baratos y fiables, son pequefios (requieren poco
volumen de muestra y son faciles de integrar en biosensores miniaturizados), versatiles
(diversos tipos de disefios y recubrimientos), y ademas, permiten llevar a cabo varias

mediciones simultaneas *.
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Electrodo de

Trabajo (ET)
)
Electrodo %%,
Auxiliar (EA)

Electrodo de
Referencia (ER)

Figura 5. Esquema general de un electrodo serigrafiado estandar utilizado en electroquimica.

Los biosensores electroquimicos en los que nosotros estamos interesados suelen
utilizar las interacciones antigeno-anticuerpo para fijar el analito al sensor. Un caso
sencillo de deteccion es el que se muestra en la Figura 6, donde el analito, que es un
antigeno, interacciona con el anticuerpo del sensor y, a continuacion, un anticuerpo

provisto de una marca .

Anticuerpo Analito: Anticuerpo
l Antigeno COn marca

Sensor

Figura 6. Esquema representativo del funcionamiento de un biosensor electroquimico.

Las marcas facilitan la deteccién de los analitos. Las marcas mas usadas en los

biosensores electroquimicos son las enzimas y las nanoparticulas .

La ventaja de la marca enzimatica es que generan un producto detectable a lo largo

del tiempo, lo que permite amplificar la sefial, mejorando la sensibilidad del sensor; sin

14
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embargo, suelen perder su funcion biolégica con relativa facilidad. EI empleo de
nanoparticulas esta adquiriendo mayor importancia, ya que pueden ser ellas mismas
electroquimicamente activas, o contener especies electroactivas (con lo que el efecto
amplificador queda asegurado). Ademas, suelen ser mas estables y se pueden
funcionalizar con cierta facilidad para unirse a distintas biomoléculas, permitiendo la
deteccion simultanea de diversos analitos (simplemente usando distintas nanoparticulas

o la misma nanoparticula con distintas especies electroactivas).

Mas arriba se ha hecho referencia al empleo de nanoparticulas de fosfato de titanio
como marcas en este tipo de biosensores y el objetivo final del presente trabajo es el uso

de nanozeolitas como marcas para biosensores electroquimicos.
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1.3. Objetivos

Este trabajo forma parte de un proyecto para detectar los anticuerpos que existen
en la sangre de los celiacos (AC), como reaccidn a la presencia de unas proteinas que se

forman en el intestino de los celiacos (PrC).

Lo que se busca es encontrar una zeolita nanocristalina (NZ) que sirva como marca

para los biosensores electroquimicos que se desean fabricar.

Para que las nanozeolitas (NZ) actien como marcas de tales biosensores, es
necesario cargarlas previamente con cationes metalicos electroquimicamente activos
(M"™), a las que se denominaran NZ (M™). A continuacion, las NZ (M™), deben enlazarse
a anticuerpos (Al) que sean capaces de reconocer selectivamente los anticuerpos

presentes en los celiacos (AC), formando los complejos Al - NZ (M™).

Posteriormente, los anticuerpos con la marca Al - NZ (M™), se unirian a los
anticuerpos de los celiacos (AC), que en este caso serian los analitos cuya existencia se
desea detectar y eventualmente cuantificar. Los analitos se habrian anclado previamente

a las proteinas (PrC) enlazadas en la superficie de una microparticula magnética (MPM).

Finalmente, el sistema resultante se depositaria sobre un electrodo capaz de

detectar la presencia de los iones M™ y, por tanto, de los analitos AC (Ver Figura 7).
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Al < [—G—> NZ (M™)

4

PrC ———— AC (analito)
MPM

Electrodo

Figura 7. Estructura del biosensor electroquimico.

Sin embargo, antes de llegar a ese punto conviene saber si las nanozeolitas son
realmente (tiles electroquimicamente. Para ello se lleva a cabo una prueba de afinidad,

utilizando un dispositivo simplificado. (Ver Figura 8).

NZ (M™)
1
NjAV
:
; i
: NAV-NZ (M™) [
\ ) —_— \ -

Figura 8. Dispositivo para la realizacion del ensayo de afinidad entre la biotina y la neutravidina.

La biotina (B) se ancla en la superficie del electrodo y a continuacién, se afiaden
las nanozeolitas (NZ) cargadas con cationes metalicos (M"). Dado que la NAV se acopla
selectivamente a la Biotina, las NZ (M"™) quedan fijadas al electrodo y se pueden llevar

a cabo medidas electroquimicas.
Por tanto, los objetivos de esta tesis doctoral son los siguientes:

1. Cargar diferentes nanozeolitas (NZ) con distintos cationes M"™ electroquimicamente

activos.
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2. Funcionalizar con grupos amino, -NH2, las zeolitas nanocristalinas previamente
cargadas con cationes M.

3. Bioconjugar con neutravidina las nanozeolitas obtenidas en la etapa anterior
utilizando glutaraldehido. El dialdehido se deberia unir por un extremo a las aminas
de las zeolitas y por el otro extremo a los grupos NH> de la biotina mediante la
formacion de grupos imina en ambos casos, (NZ)-N=CH----CH=N-(Biotina).

4. Comprobar que los sistemas asi preparados se unen a la biotina anclada a los

electrodos (prueba de afinidad).
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Capitulo 2.

Puesta la vista en la consecucién de nanozeolitas como marcas para biosensores,
la primera decision que hubo que tomar fue la eleccion de las zeolitas nanocristalinas con

las que empezar a trabajar.

Como punto de partida, los materiales zeoliticos que queremos utilizar como
soporte de los biosensores deben presentar una elevada superficie externa para poder
favorecer el anclaje de las moléculas voluminosas necesarias, asi como una densidad de
carga negativa en la red cristalina para favorecer la presencia de los cationes M"™,
Teniendo esto en cuenta, se propone el uso de una zeolita nanocristalina tipo Beta con un

tamario de cristal nanométrico (~ 10 — 15 nm) %4,

La zeolita Beta presenta un sistema tridireccional de poros grandes, con aperturas
de ~ 6.5 — 7 A. Tradicionalmente, este material se sintetiza con un agente director de
estructura organico sencillo, como el cation tetraetilamonio (TEA), pero dicho
procedimiento de sintesis presenta serios problemas para obtener la zeolita Beta con
elevados rendimientos de sintesis a altas relaciones OH/Si, que son las mas adecuadas

para obtener cristales pequefios °.

Recientemente, se ha descrito una nueva metodologia de sintesis que permite
obtener la zeolita Beta con elevados rendimientos y composicion quimica controlada
(Si/Al ~ 10 — 30), utilizando como ADEQOs moléculas orgénicas ciclicas muy sencillas,
como por ejemplo, butilmetilciclohexilamonio ** %6, Los cristales de zeolita Beta
resultantes presentan un tamafio homogéneo de ~ 10 — 15 nm, y con una superficie externa

de ~ 200 — 300 m?/g.

Para empezar, seleccionamos una zeolita Beta nanocristalina sintetizada con

ADEDO:s ciclicos sencillos, con una relacién Si/Al de ~ 10 — 12.
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El patron de difraccion de rayos X de la zeolita Beta se recoge en el Apéndice 1,

donde se observa su naturaleza cristalina, asi como la ausencia de impurezas.

Las medidas de ICP-MS revelan que la relacion de Si/Al en la nanozeolita H-Beta
empleada en el presente trabajo es 11. La porosidad de la muestra se estudid por adsorcién

de N2 (Ver Tabla 1).

Tabla 1. Valores de area BET, area externa y volumen de microporo medidos por adsorcion de N para

la nanozeolita H-Beta.

Muestra | Area BET (m?g) | Areaexterna (m?g) | Vmicroporo (cm3/g) | Tamafio cristal (nm)

H-Beta 757 440 0.15 ~10-15

Dado que se siguieron las reacciones de funcionalizacion de la nanozeolita H-Beta
mediante espectroscopia infrarroja, parece conveniente comenzar por la discusion del
espectro registrado en nuestro laboratorio (Ver Figura 9), que, naturalmente, coincide

con el observado en la literatura *’.
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Figura 9. Espectro de FTIR de la nanozeolita H-Beta.

En el espectro de FTIR de la H-Beta se distinguen, en primer lugar, las bandas
caracteristicas del agua a 3431 y a 1631 cm™, atribuidas a las vibraciones de tension OH
y de deformacién fuera del plano H-O-H, respectivamente.

Para la asignacion del resto de bandas existe abundante bibliografia (Ver Tabla
2), donde los tetraedros a los que se refiere son las unidades TO4 (T = Si 0 Al) de los
aluminosilicatos “8. Asi, la banda a 1224 cm seria debida a la tension asimétrica interna
(dentro del propio tetraedro TO4), el pico a 1082 cm™, se podria atribuir a la tension
asimétrica externa (entre tetraedros TO4), la absorcion a 797 cm™, a la tension simétrica
externa (entre tetraedros TOs), las bandas a 567 cm™ y 523 cm™, a las vibraciones de

doble anillo y finalmente el pico a 459 cm™ a la deformacién O-T-O.
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Tabla 2. Asignacion de las vibraciones caracteristicas de las estructuras de las zeolitas.

Vibraciones internas (Intra-tetraedro) | Vibraciones externas (Inter-tetraedro)

Tipo cmt Tipo cmt
Tension asimétrica 920-1250 Tension asimétrica 1050-1150
Tension simétrica 650720 Tension simétrica 750-870

Doble anillo
Deformacion O-T-O 200650
420-500 Apertura de poro
P P 300-420

Es importante sefialar que las vibraciones externas son sensibles a la estructura de

la zeolita.
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2.1. Incorporacion del cation cadmio

Aunque existe una gran variedad de cationes que se pueden incorporar a las
zeolitas, se escogi6 el cadmio (Cd?*) para empezar estos estudios por sus excelentes
propiedades electroquimicas, su estabilidad en un amplio rango de pH, tal como puede
verse en los diagramas log C / pH para distintos cationes metalicos °, y por la posibilidad

de comparar su eficacia con otras marcas cargadas previamente con Cd.

Para introducir este cation en la nanozeolita se hicieron varias pruebas
preliminares en las que se agitaron suspensiones de nanocristales de la zeolita H-Beta en
disoluciones acuosas de nitrato y de acetato de cadmio. Transcurridas aproximadamente
20 horas, se demostré electroquimicamente que, en ambos casos, la concentracion de los
iones que quedaban en disolucién habia disminuido, lo que implica que se habian
incorporado a la nanozeolita. Para confirmarlo, se midio electroquimicamente la
liberacion de Cd?* en ambas zeolitas, resultando que, aunque ambas contenian cationes
de cadmio Cd?*, la zeolita preparada con acetato de cadmio (11) liberaba mas Cd?* por
gramo de zeolita que la zeolita obtenida usando nitrato de cadmio (II), por lo que se
decidio preparar las nanozeolitas H-Beta con cadmio utilizando Cd(CH3COO), como sal

de partida.

Asi pues, para incorporar los cationes Cd?* a la zeolita, se agit6 a 20 °C durante
20 horas una suspension de H-Beta en una disolucién acuosa 10 mM de acetato de cadmio
(1) (Ver Tabla 3). El producto obtenido (H-Beta-Cd) se aisl6 mediante centrifugacion de
la mezcla final a 8000 rpm durante 2 minutos. El solido separado se redispersé en 4 ml
de H.O miliQ y se centrifugd nuevamente. Esta operacion se repitid dos veces
adicionales. Finalmente, el s6lido se secd a vacio y 20 °C durante una noche. El

rendimiento fue practicamente cuantitativo.
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Tabla 3. Datos relativos a la reaccion de la H-Beta con una disolucion 10 mM de acetato de cadmio (l1).

tumoles de Cd?* detectados electroquimicamente en la mezcla de aguas madres y aguas de lavado.

. Sal de Cd?** -
Producto Zeollt%de en pmoles de Cd pumoles de Cd?* no
obtenido partida disolucién en reaccion incorporados*
(mg) (ml) afiadidos
H-Beta-Cd 175 72 (Acetato) 730 539

El espectro de infrarrojo de la H-Beta-Cd (Ver Figura 10) coincide con el espectro
de infrarrojo de la zeolita de partida, H-Beta, en la regién donde aparecen las bandas
atribuidas a las vibraciones externas de los tetraedros TO4, 1200 - 400 cm™, por lo que no
parece que se hayan producido cambios estructurales en la nanozeolita al introducir los
cationes metalicos. Este hecho se comprueba por difraccion de rayos X en polvo (Ver

difractogramas de la nanozeolita H-Beta con Cd en el Apéndice 2).
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Figura 10. Espectro de FTIR de la nanozeolita H-Beta-Cd.
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Por otra parte, y como era de esperar, en el espectro de infrarrojo de la H-Beta-Cd

tampoco se observan bandas correspondientes a posibles restos de iones acetato.
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2.2. Funcionalizacion con distintas aminas

Una vez introducidos los cationes metélicos en la H-Beta, se explord la
funcionalizacién de la nanozeolita con distintas aminas. En primer lugar, se decidio
estudiar la reaccion con una alquilamina, RNH>, en parte por el interés que pueda tener
en si y, en parte, como informacion preliminar antes de anclar la nanozeolita a cualquier
proteina requerida para formar un posible biosensor electroquimico. En efecto, si una
amina RNH> se uniese a la zeolita, seria muy probable que cualquier proteina se pudiese
unir directamente a la zeolita, ya que existen muchas aminas primarias en la superficie de
las proteinas. En particular, se eligio la n-octilamina, OA, porque tiene un elevado nimero
de grupos CH faciles de seguir por Espectroscopia Infrarroja y por Resonancia

Magnética Nuclear de C-13 (RMN de C-13).

2.2.1. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-OA

La zeolita H-Beta-Cd se puso en contacto con OA disuelta en una mezcla de
etanol/agua al 50 % en volumen, pues la OA no es soluble en agua. Esta mezcla se
mantuvo en agitacion a 20 °C durante 20 horas. El solido obtenido, H-Beta-Cd-OA, se
aislé mediante centrifugacion. A continuacion, se purific6 mediante sucesivas
redispersiones (en una mezcla de 2 ml de agua y 2 ml de etanol) y centrifugaciones, siendo
finalmente secado a vacio. En la Tabla 4 se recogen las condiciones de la reaccion de

funcionalizacion con la OA.
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Tabla 4. Condiciones de la reaccion de anclaje de la OA a la nanozeolita H-Beta-Cd.

Produ_cto Zeolita de partida Disolucion de OA mM OA
obtenido (mg) (ml)
H-Beta-Cd-OA 150 9 1.08

El espectro de FTIR de la H-Beta-Cd-OA indica que la n-octilamina se ha
incorporado como ion octilamonio (Ver Figura 11).

e
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Figura 11. Espectro de FTIR de la nanozeolita H-Beta-Cd-OA.

Las sefiales a 2931 y 2852 cm™ asociadas a la vibracion de tension C-H y la banda
a 1465 cm™ asignada a la deformacion del grupo CH: indican la presencia de la OA en el
sélido. Por otro lado, la existencia de una banda a 1519 cm™, caracteristica de los iones
RNH;", parece indicar que la amina se encuentra como cation octilamonio *°. De hecho,

el espectro de infrarrojo del cloruro de octilamonio muestra una banda a 1515 cm™, sefial
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gue no existe en el espectro de la octilamina. La formacidon del octilamonio se produciria
por transferencia de un hidrogeno de un grupo Si-O(H)-Al &cido de la zeolita a la OA.
En el espectro de infrarrojo (Ver Figura 11), lazona de 1200-400 cm™ no presenta
alteraciones significativas respecto al espectro de la H-Beta, por lo que la incorporacién
de la OA no parece alterar la estructura de la nanozeolita. El difractograma de rayos X de
la H-Beta-Cd-OA confirmd que la estructura original de la zeolita permanece intacta (Ver

Apéndice 3).

Para obtener informacion adicional sobre la forma en que se encuentra la OA en
la H-Beta-Cd-OA, se registrd su espectro de RMN de C-13 en sélido (CP-MAS), que

puede verse en la Figura 12.
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Figura 12. RMN de C-13 en sélido (CP-MAS) de la nanozeolita H-Beta-Cd-OA.
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En primer lugar, el espectro parece confirmar que se ha formado el cation
octilamonio, pues, las bandas a 41.6, 32.1, 29.3, 28.1, 22.8 y 14.4 ppm del espectro se
asemejan bastante a las que aparecen en la bibliografia para el cloruro de octilamonio en
DMSO-d6 (38.7, 31.2, 28.5, 26.9, 25.9, 22.1 y 14.0 ppm), y coinciden ain mejor con las
sefiales del tetrafluoroborato de octilamonio en CD3CN (41.4, 32.5, 29.8, 29.7, 27.7, 26.9,

23.4y 14.4 ppm) °L,

Por otra parte, en el espectro recogido en la Figura 12 aparecen mas sefiales, a
58.8, 16.7 y 13.0 ppm. La existencia de mas de un pico proximo a 14 ppm podria ser
atribuible al CHs terminal en distintos entornos quimicos, lo que no es sorprendente dada
la longitud de la cadena. Sin embargo, la sefial a 58.8 ppm sugiere que la OA también se
encuentra unida al cadmio, ya que los carbonos alfa de las aminas coordinadas a centros

metalicos suelen aparecer en las proximidades a los 60 ppm 254,

Por tanto, lo més probable es que la OA se haya incorporado a la zeolita de dos
formas diferentes, a través de un enlace i6nico entre el octilamonio y un puente 6xido
desprotonado, y uniéndose al cadmio como ligando (Ver Figura 13). Noétese que,
mientras que el cation octilamonio puede quedarse en la superficie o penetrar en el interior
de la zeolita, para que la OA puede actuar como ligando la amina debe entrar dentro de
la zeolita, lo que también podria explicar los distintos entornos del metilo terminal

(sefiales en torno a 14 ppm).

HzN/\/\/\/\

Figura 13. Modos de unirse la OA a la nanozeolita H-Beta-Cd.
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2.2.2. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-ODA

A continuacién, se decidié explorar la reactividad de la nanozeolita H-Beta
cargada con cadmio con una diamina como la 1,8-octanodiamina, ODA. Aparte de
ampliar los modos de funcionalizar la zeolita, la ODA presenta un interés adicional ya
que, si se uniera por un extremo a la zeolita y quedara libre el otro extremo amino,
permitiria anclar las nanozeolitas a las posibles proteinas necesarias para construir
biosensores electroquimicos mediante una reaccion posterior con el glutaraldehido. Este
dialdehido podria actuar como puente entre la zeolita funcionalizada y la proteina,
formando grupos imina tanto con los grupos amino de la ODA (amina unida a la zeolita)

como con los grupos NH> de la propia proteina.

La reaccion de la nanozeolita H-Beta-Cd con la diamina 1,8-octanodiamina se
llevo a cabo a 20 °C durante 20 horas. Los detalles de las condiciones de la reaccion estan
recogidos en la Tabla 5. El sélido obtenido, H-Beta-Cd-ODA, se aislé y purificé mediante

centrifugacion y redispersion en agua miliQ, y finalmente fue secado a vacio.

Tabla 5. Condiciones de la reaccion de anclaje de la ODA a la nanozeolita H-Beta-Cd.

Produ_cto Zeolita de partida Disolucién de ODA mM ODA
obtenido (mg) (ml)
H-Beta-Cd-ODA 150 15 6.35

En el espectro de IR de la H-Beta-Cd-ODA (Ver Figura 14) se observan las
bandas a 2931, 2852 y 1465 cm™ caracteristicas de los grupos CH. del resto alquilico de
la amina, y a 1528 cm™ se aprecia la sefial atribuible a los grupos amonio (RNH3*) *°.

Esto indica que la 1,8-octanodiamina se ha incorporado a las zeolitas en forma de amonio.
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Figura 14. Espectro de FTIR de la nanozeolita H-Beta-Cd-ODA.

Debe sefalarse que el espectro de FTIR (Ver Figura 14) no presenta alteraciones
significativas en la zona de 1200-400 cm™ respecto al espectro de la H-Beta, por lo que
la incorporacion de la ODA no parece alterar la estructura de la nanozeolita. El
difractograma DRX de la H-Beta-Cd-ODA confirmd que la estructura de la nanozeolita

inicial permanece inalterada (Ver Apéndice 4).

El espectro de RMN de C-13 en sélido (CP-MAS) de la H-Beta-Cd-ODA puede
verse en la Figura 15 (A). A efectos orientativos, se han incluido en la misma Figura 15
las predicciones del programa ChemDraw para los espectros de RMN de C-13 de la 1-8-

octanodiamina sencilla (B) y doblemente protonada (C).
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Figura 15. A) RMN de C-13 en sélido (CP-MAS) de la nanozeolita H-Beta-Cd-ODA, B) RMN de C-13 en
disolucién simulado (ChemDraw) para la H2N(CH2)sNH3*Cl-y C) RMN de C-13 en disolucién simulado

(ChemDraw) para la CI"*H3N(CH2)sNHs*ClI".
Lo mas importante es que no presenta ninguna sefial cerca de 60 ppm, por lo que
parece que la diamina no se ha unido al cadmio. El espectro RMN de C-13 de la H-Beta-
Cd-ODA se parece mas al predicho para la amina protonada en un extremo, y, ademas,

es similar al espectro RMN de C-13 de la ODA unida por un extremo a un fullereno *.

Por tanto, parece que la ODA se ha unido a la zeolita por un solo extremo tal como se

indica en la Figura 16.
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Figura 16. Modo de unirse la ODA a la nanozeolita H-Beta-Cd.

2.2.3. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-TREN

Ademas de las aminas expuestas anteriormente, también se explord la reactividad
de la nanozeolita H-Beta-Cd con una tetramina como la tris(3-aminoetil)amina, TREN,
con el objetivo de abrir nuevas vias de anclaje para unir las nanozeolitas a una proteina

dada (usando el glutaraldehido como puente entre las zeolitas y las proteinas).

La reaccion de las nanozeolita con la tetramina TREN se llevé a cabo a 20 °C
durante 20 h. Los detalles de las condiciones de la reaccion estan recogidos en la Tabla
6. El sélido obtenido, H-Beta-Cd-TREN, se aisl6 mediante sucesivos procesos de

centrifugacion y redispersion en agua miliQ, y, finalmente, se seco a vacio.

Tabla 6. Condiciones de la reaccion de anclaje de la TREN a la nanozeolita H-Beta-Cd.

Producto Zeolita de partida Disolucién de TREN
Obtenido (mg) (ml) mM TREN
H-Beta-Cd-TREN 130 7.8 0.94

En el espectro FTIR de la H-Beta-Cd-TREN, recogido en la Figura 17, se
observan las bandas a 2970, 2872 y 1469 cm, caracteristicas de los grupos CH: del resto
alquilico de la amina. Ademas, aparece también otra sefial a 1538 cm™ tipica de los grupos
amonio (RNHs"), que confirma la incorporacion de la tris(2-aminoetil)amina a la H-Beta-

Cd .
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Figura 17. Espectro de FTIR de la nanozeolita H-Beta-Cd-TREN.

De nuevo, tanto el espectro de FTIR (Ver Figura 17, en la zona de 1200-400 cm”
1y como el difractograma de rayos X de la zeolita (Ver Apéndice 5), muestran que la H-

Beta-Cd-TREN tiene la misma estructura que la zeolita de partida.

El espectro RMN de C-13 del s6lido H-Beta-Cd-TREN esté recogido en la Figura
18 y aporta informacién complementaria. EI hecho de que mayoritariamente aparezcan
dos sefales en el espectro indicaria que la disposicion que adopta la TREN en la zeolita
presenta una gran simetria. No obstante, la resolucion del espectro no permite descartar

la presencia de algunas bandas minoritarias adicionales.
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-38.2

-53.6

Figura 18. RMN de C-13 en s6lido (CP-MAS) de la nanozeolita H-Beta-Cd-TREN.

A efectos comparativos se muestran en la Figura 19 algunas de las predicciones
del programa ChemDraw para la tetramina TREN, con diversos grados de protonacion,
A) sin protonar, B) con algin amino terminal protonado, C) con todos los grupos amino
terminales protonados y D) con todos los nitrogenos protonados. Se ha incluido la
prediccion para la propia TREN para visualizar la tendencia de los desplazamientos al
protonarse la tetramina. Las estructuras B, C y D presentan grupos amonio (RNHs*), que

serian compatibles con los datos registrados por infrarrojo y RMN de C-13.
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Figura 19. Predicciones del programa ChemDraw para cuatro posibles estructuras de la tetramina
TREN. A) sin protonar, B) parcialmente protonada, C) triplemente protonada, D) cu&ddruplemente

protonada.

Teniendo en cuenta las sefiales de la TREN libre en CDCl3 (57.7 y 39.9 ppm) y
las predicciones del programa, las bandas a 53.6 y 38.2 de la Figura 18, podrian sugerir
que la estructura que adopta la tetramina en la zeolita podria ser la C, es decir, que, tras
la reaccion con la nanozeolita, la TREN se protonaria en los grupos amino terminales
(Ver Figura 20). No obstante, una configuracion de este tipo significaria la presencia de
un gran namero de protones en la estructura zeolitica, y, por tanto, una relacion Si/Al muy
baja (Si/Al ~ 2 — 5). Dado que, en este caso, la relacion de la nanobeta es
significativamente mas alta (Si/Al ~ 10 — 12), seguramente la TREN se debe encontrar en
una situacion mas préxima a la B (Ver Figura 19). Se necesitaria una mayor resolucion
en el espectro de RMN de C-13 para poder asignar con mayor precision la conformacion

exacta de la molécula TREN en la nanozeolita Beta.
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Figura 20. Modo de unirse la TREN a la nanozeolita H-Beta-Cd.

2.2.4. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-PAH

Finalmente, se hizo reaccionar la nanozeolita H-Beta-Cd con la amina polimérica

polialilamina.

Ademéas de ampliar la variedad de funcionalizaciones, la reaccién con
polialilamina también resultaria apropiada para que la nanozeolita se anclase a cualquier
proteina. El polimero se uniria a la nanoparticula a través de varios grupos amino dejando
otros grupos -NH2 o -NH3" libres para unirse a moléculas de glutaraldehido, que podrian
formar puentes con las proteinas deseadas. (Ver Figura 21 1). Para ello, las moléculas de
glutaraldehido deberian formar grupos imina por un lado con la polialilamina y por el
otro con las proteinas. No obstante, debe tenerse en cuenta que siempre cabe la posibilidad

de que la polialilamina se una a méas de una nanozeolita y se produzcan aglomeraciones

indeseadas (Ver Figura 21 11).

Figura 21. Modo de unirse la PAH a la nanozeolita H-Beta-Cd.
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Dado que la polialilamina comercial estd disponible como poli(cloruro de
alilamonio), PAH, que no podria reaccionar con la zeolita, ya que todos los grupos aminos
estan protonados, se llevo a cabo la reaccion en un medio neutro. Para lograrlo, se empled
como disolvente una mezcla 1/1 en volumen de agua mQ y una disolucién tampén PBS
a pH 7.1. En particular, se sometié a ultrasonidos una supension de 60 mg de la
nanozeolita H Beta-Cd en una mezcla de 6 ml de H2,O mQ y 6 ml de una disolucion de
PAH en PBS con una concentracion de 5 mg/ml (2.10° mmol de PAH). El solido
obtenido, H-Beta-Cd-2-PAH, se aislé siguiendo el procedimiento habitual, centrifugando

y dispersando en agua miliQ. Finalmente se seco a vacio.

El espectro de FTIR de la H-Beta-Cd-PAH (Ver Figura 22), revela la presencia
de la banda a 1519 cm™ tipica de los grupos amonio (RNHs*) %, y las sefiales a 2950 y
1460 cm™ caracteristicas de los grupos CH2 y CH del polimero parcial o totalmente

protonado, lo que implica que el polimero se ha anclado en la zeolita.
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Figura 22. Espectro de FTIR de la nanozeolita H-Beta-Cd-PAH.

Como se puede observar, tanto el espectro de FTIR (Ver Figura 22, en la zona de
1200-400 cm™) como el difractograma de rayos X de la zeolita (Ver Apéndice 6),

confirman que la H-Beta-Cd-PAH tiene la misma estructura que la zeolita de partida.

2.2.5. Discusion del HR-TEM de los derivados de la nanozeolita H-Beta

Tal y como se indico anteriormente, es posible que la polialilamina se una a varias
nanozeolitas y forme agregados (Ver Figura 21 I1). Para comprobarlo, se registraron

micrografias HR-TEM de la H Beta-Cd-PAH.

En la Figura 23 se muestra una micrografia representativa de la nanozeolita H-
Beta-Cd-PAH. Como puede apreciarse en la imagen, la aglomeracion es evidente, a pesar
de haber estado sometida la muestra a 10 minutos en ultrasonidos justo antes de realizar

las medidas de HR-TEM.
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Figura 23. Micrografia HR-TEM de la nanozeolita H-Beta-Cd-PAH.

Sin embargo, para llegar a una conclusion mas precisa, es necesario comparar la
micrografia de la Figura 23 con una micrografia similar de, al menos, la zeolita de
partida. Pues bien, la micrografia HR-TEM de la H Beta mostrada en la Figura 24 exhibe

un grado de aglomeracion similar.

Figura 24. Micrografia HR-TEM de la nanozeolita H-Beta.

Aparentemente, lo que ha ocurrido es que la aglomeracion inicial no se ha roto a
lo largo de las reacciones llevadas a cabo. Para confirmar esta hipotesis, se llevaron a
cabo medidas HR-TEM de las distintas nanozeolitas restantes obtenidas a partir de la H-

Beta. El resultado se muestra en la Figura 25.
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o)l

Figura 25. Micrografias HR-TEM de A) H Beta-Cd, B) H-Beta-Cd-ODA y C) H-Beta-Cd-TREN.

En todas ellas se aprecia, que, a pesar de ser sometidas a ultrasonidos antes de
llevar a cabo las mediciones, las nanoparticulas permanecen aglomeradas entre si y que

la funcionalizacion no sirve para separarlas.

Las aglomeraciones de las nanozeolitas podrian dificultar su posterior dispersion,
y, por tanto, su eficiente homogeneizacion para poder llevar a cabo las medidas

electroquimicas de manera reproducible.

Es conocido que la neutravidina puede ayudar a solubilizar las nanoparticulas a
las que se une, por lo que en el siguiente apartado intentaremos evaluar si su incorporacion
puede favorecer su dispersabilidad en el medio. Ahora bien, si tal dispersion no sucediera,
es previsible que las medidas electroquimicas no sean reproducibles, tal como se ha
sefialado anteriormente. Ademas, la agregacion de nanozeolitas, dado su tamario,
dificultaria por razones puramente estéricas la unién de la neutravidina (enlazada a parte
de las zeolitas que conforman el aglomerado) a la biotina anclada en el electrodo y, como

consecuencia, las medidas de afinidad podrian resultar negativas en muchos casos.

Por otro lado, la agregacion de nanozeolitas podria llegar a impedir la preparacion
de marcas de pequefio tamafio. Este hecho podria limitar la utilidad de las nanozeolitas
como marcas, ya que éstas, para ser Utiles, deben ser de escaso diametro. En efecto, las
marcas de cierto tamafio comprometen la movilidad (y por ello la utilidad) de las

plataformas de las que forman parte.
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2.3. Incorporacion de la neutravidina

A continuacion, se decidio incorporar la neutravidina a la nanozeolita H-Beta, en
parte para comprobar si mejora la dispersion de los cristales de la nanozeolita, y en parte
para completar la experiencia adquirida al funcionalizar dicha nanozeolita. En concreto,
se intent6 unirla a la NAV, bien directamente, o bien, utilizando glutaraldehido como

puente entre la amina unida previamente a la nanozeolita y la neutravidina.

2.3.1. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-NAV

Inicialmente se hizo reaccionar la zeolita H-Beta cargada con cadmio con la
neutravidina, esperando que ésta se uniera directamente a la H-Beta-Cd como lo hizo la

n-octilamina, pues la NAV dispone de suficientes aminas primarias en su superficie.

La reaccion se llevé a cabo preparando una suspension de 5 mg de nanozeolita H-
Beta-Cd en 150 pl de una disolucion acuosa de neutravidina con una concentracion de 1
mg/ml (2.5x10® mmol de NAV), agitando la suspension resultante en un vortex a
temperatura ambiente durante 24 horas. La relacion estimada de (n° moléculas de NAV)
/ (n° particulas de zeolita con Cd”) fue 1.26. El solido obtenido, H-Beta-Cd-NAYV, se aislo
y purificé mediante el método habitual de centrifugacién y redispersion en agua miliQ vy,

finalmente, se sec6 a vacio.

Del espectro de infrarrojo de la H-Beta-Cd-NAV (Ver Figura 26) se deduce que
la NAV se ha incorporado con éxito a la nanozeolita H-Beta-Cd, como sugiere la
aparicion de la banda a 1538 cm™?, atribuible a la NAV. Como se indica en la bibliografia
%. 57 las bandas mas intensas de la neutravidina aparecen a 1660 y 1540 cm™ y

corresponden a las bandas 1 y 11 de las amidas secundarias, -C(=0)-NHR-, tan abundantes

* Se tuvieron en cuenta las siguientes suposiciones: a) @ = promedio de nanoparticula calculado a partir de
las micrografias del TEM; b) Nanoparticulas = esferas — V = 4/3 n 13; c¢) Densidad = 1 g/cm?. Estas
aproximaciones se utilizaron en el resto de los resultados que aparecen en la presente tesis doctoral.
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en las proteinas. La primera es debida a la tensibn C=0 mientras que la segunda es
atribuible al acoplamiento de las vibraciones de deformacion NH y de tensién C-N %8, La
banda | estaria oculta por la absorcion de la banda de deformacién H-O-H del agua a 1636

cm,
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Figura 26. Espectro de FTIR de la nanozeolita H-Beta-Cd-NAV.

Dado que la zona del espectro de FTIR sensible a los cambios estructurales de las
zeolitas (zona de 850-400 cm™ del espectro de FTIR de la Figura 26) permanece
practicamente inalterada, debe suponerse que la NAV queda adherida a la superficie de
las nanozeolitas. En este punto es dificil aseverar si la unién entre la NAV vy la zeolita es
electrostatica, tal y como ocurria anteriormente en el caso de la OA, ya que la banda

debida a los iones alquilamonio formados quedaria tapada por la sefial 1l de las amidas.
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2.3.2. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-ODA-Glu

A continuacién, se hizo reaccionar la nanozeolita H-Beta-Cd-ODA con

glutaraldehido seguida de una segunda reaccion con NAV.

En primer lugar, se suspendieron 30 mg de la nanozeolita ya funcionalizada con
1,8-octanodiamina, H-Beta-Cd-ODA, en 3 ml de una disolucion acuosa de glutaraldehido
423.49 mM (1.27 mmol de glutaraldehido), sometiendo la suspension resultante a
ultrasonidos durante 5 minutos. La relacién estimada de (n° moléculas de Glu) / (n°
particulas de zeolita con ODA) fue 10°. El sélido resultante, H-Beta-Cd-ODA-Glu, de
color rojizo, se aislo y purific6 mediante el método habitual de centrifugacion y

redispersion en agua miliQ y, finalmente, fue secado a vacio.

Al comparar el espectro de FTIR de la H-Beta-Cd-ODA-Glu (Ver Figura 27) con
el espectro de infrarrojo de la nanozeolita de partida (Ver Figura 14), se observa la
desaparicion de la banda a 1528 cm™, atribuida a la presencia de iones alquilamonio, la
aparicion de un hombro a 1720 cm™, debido sin duda a la banda de tension C=0 del
glutaraldehido, y la permanencia de las sefiales a 2931, 2862 y 1460 cm?,
correspondientes a los grupos CH> de la amina y del glutaraldehido. Todo ello puede
interpretarse como la formacion de un grupo imina, -CH=N-, a partir de un grupo amonio
de la ODA unida a la zeolita y el glutaraldehido afiadido, lo que explicaria la coloracién
amarillo-rojiza de la zeolita resultante (se ha comprobado por experimentos efectuados
en el laboratorio que la 1,8-octanodiamina se colorea de amarillo en presencia de

glutaraldehido) (Ver Figura 28 1).
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Figura 27. Espectro de FTIR de la nanozeolita H-Beta-Cd-ODA-Glu.

Ademas, es posible que el grupo imina formado pueda coordinarse al cadmio. La
banda propia de la imina (libre o coordinada a un metal), que aparece hacia 1630 cm™,

estaria oculta por la banda de deformacion H-O-H del agua >°.

Por otro lado, el grupo amino libre de la ODA también podria haber reaccionado,
como cabria esperar, con otro glutaraldehido (Ver Figura 28 11). En todo caso, es seguro

que quedan libres grupos aldehidos capaces de enlazarse a la neutravidina.

Figura 28. Formacion de grupos imina en la sintesis de la nanozeolita H-Beta-Cd-ODA-Glu.
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2.3.3. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-ODA-Glu-NAV

Tras la reaccion de la H-Beta-Cd-ODA con el glutaraldehido y subsiguiente
formacion de la zeolita H-Beta-Cd-ODA-Glu, se hizo reaccionar esta Ultima zeolita con

neutravidina.

Se dispersaron 5 mg de la zeolita H-Beta-Cd-ODA-Glu en 150 ul de una
disolucion acuosa de neutravidina con una concentracion de 1 mg/ml (2.5x10° mmol de
neutravidina), agitando a en un voértex a temperatura ambiente durante 24 horas. La
relacién estimada de (n° moléculas de NAV) / (n° particulas de zeolita con Glu) fue 1.26.
El solido obtenido, H-Beta-Cd-ODA-GIu-NAV, de color rojizo, se aislo y purificd
mediante el método habitual de centrifugacion y redispersion en agua miliQ y, finalmente,

se seco a vacio.

El espectro de IR de la H-Beta-Cd-ODA-GIu-NAV (Ver Figura 29), muestra una
banda a 1529 cm™ caracteristica de los grupos amida, —C(=O)NH—, que junto a la
desaparicion de la sefial a 1720 cm™, tipica del grupo aldehido, —C(=O)H, sugiere que la
neutravidina se unio6 con éxito al glutaraldehido. En el espectro, se contintan observando
las sefiales a 2931, 2862 y 1465 cm™ debidas a la tensién C-H, lo que sugiere la
persistencia de los grupos alquilicos de la ODA y/o del glutaraldehido, porque ni en el
espectro de la NAV °% > ni en los espectros de la H-Beta-Cd-NAV (Ver Figura 26), las
sefiales de los grupos alquilicos que tiene la NAV dan picos agudos en esa zona del
infrarrojo. En definitiva, se demuestra que la NAV no se une directamente, sino a través

del puente ODA-Glu.
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Figura 29. Espectro de FTIR de la nanozeolita H-Beta-Cd-ODA-GIlu-NAV.

2.3.4. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-PAH-Glu

Finalmente, se llevo a cabo la reaccion de la nanozeolita H-Beta-Cd-PAH primero

con glutaraldehido y posteriormente con NAV.

Se dispersaron 30 mg de la nanozeolita con polialilamina, H-Beta-Cd-PAH, en 3
ml de una disolucion acuosa de glutaraldehido 423.49 mM (1.27 mmol de
glutaraldehido), sometiendo la suspension resultante a ultrasonidos durante 5 minutos. La
relacion estimada de (n° moléculas de Glu) / (n° particulas de zeolita con PAH) fue 10°.
El sélido resultante, H-Beta-Cd-PAH-Glu, de color rojizo, se aisld y purifico mediante el
método habitual de centrifugacion y redispersion en agua miliQ y, finalmente, fue secado

avacio.

o1



Capitulo 2

El espectro de FTIR de la zeolita H-Beta-Cd-PAH-GIlu (Ver Figura 30) indica
que el glutaraldehido se ha anclado a la zeolita al observarse una banda nueva a 1720 cm-
! tipica de los grupos —C(=O)H y que se atribuye a un grupo aldehido libre del

glutaraldehido.
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Figura 30. Espectro de FTIR de la nanozeolita H-Beta-Cd-PAH-Glu.

La desaparicion de la banda a 1519 cm™, caracteristica de los grupos amonio
(RNHz") y que se observaba en el espectro de H-Beta-Cd-PAH (Ver Figura 22), junto a
la coloracion amarillo-rojiza de la zeolita resultante, sugieren la formacién de grupos
imina, —-CH=N-, por acoplamiento de uno de los extremos del glutaraldehido con los
grupos amonio de la PAH (Ver Figura 31). Es importante indicar que la PAH disuelta en
agua se vuelve amarrilla tras reaccionar con glutaraldehido. Por otro lado, la intensidad
de las sefiales a 2950 y 1455 cmt, propias de los grupos CH2 y CH del resto alquilico de

la amina y del glutaraldehido apoyan la asignacién anteriormente expuesta.
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Figura 31. Formacidn de grupos imina en la sintesis de la nanozeolita H-Beta-Cd-PAH-Glu.

A continuacion, se hizo reaccionar la nanozeolita H-Beta-Cd-PAH-Glu con

neutravidina.

2.3.5. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-PAH-Glu-NAV

Se dispersaron 5 mg de la nanozeolita H-Beta-Cd-PAH-Glu en 150 pl de una
disolucion acuosa de neutravidina con una concentracion de 1 mg/ml (2.5x10° mmol de
neutravidina), agitando la suspension resultante en un vortex a temperatura ambiente
durante 24 horas. La relaciéon estimada de (n° moléculas de NAV) / (n° particulas de
zeolita con Glu) fue 1.26. El s6lido obtenido, H-Beta-Cd-PAH-Glu-NAV, de color rojizo,
se aislo y purifico mediante el método habitual de centrifugacion y redispersion en agua

miliQ y, finalmente, se seco a vacio.

El espectro de FTIR de la H-Beta-Cd-PAH-Glu-NAV (Ver Figura 32) muestra
una banda a 1538 cm™ caracteristica de los grupos amida, —C(=O)NH-, lo que respalda
la presencia de la neutravidina en dicha zeolita. La desaparicion de la banda a 1720 cm™
caracteristica de los grupos aldehido, —C(=)OH, parece indicar que la incorporacion de la
NAYV se realizo a través de la formacion de nuevos grupos imina entre los carbonilos
terminales del dialdehido en la H-Beta-Cd-PAH-Glu y los grupos amino de la superficie
de la NAV. En el espectro, se continGian observando las sefiales a 2950 y 1455 cm™,
tipicas de los grupos CH> y CH del resto alquilico formado por la amina y el

glutaraldehido previamente afiadidos.
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Figura 32. Espectro de FTIR de la nanozeolita H-Beta-Cd-PAH-Glu-NAV.

Todas las medidas de afinidad Ilevadas a cabo con las nanozeolitas bioconjugadas

con neutravidina resultaron irreproducibles o nulas, confirmando asi las previsiones

fundamentadas en las micrografias de HR-TEM de las nanozeolitas cargadas con cadmio

(1) y funcionalizadas con distintas aminas, tal y como se comento al final de la seccion

2.2.5.
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Capitulo 3

Dado que la funcionalizacidon de los centros activos presentes en los canales de las
zeolitas con poliaminas no impide su aglomeracion, parecio interesante estudiar el anclaje
de grupos amino sobre su superficie recurriendo al (3-aminopropil)trietoxisilano
(APTES), puesto que existen referencias en la bibliografia que sugieren que las
nanozeolitas recubiertas con grupos organicos superficiales favorecen la dispersion de los

cristales .

La funcionalizacion con APTES supone ciertas ventajas adicionales. En primer
lugar, se puede introducir un mayor numero de cationes en la zeolita, pues al no
necesitarse centros acidos para anclar las aminas, todos los protones de los grupos Si-OH
acidos pueden sustituirse por cationes metalicos. Por otro lado, los grupos alcoxisilano de
las moléculas APTES se anclaran preferentemente en la superficie externa de los cristales,
favoreciendo la interaccion posterior con las moléculas organicas voluminosas necesarias

para formar los biosensores.

En el capitulo anterior, se describié como el contenido de metal incorporado en
las zeolitas se obtuvo mediante medidas electroquimicas en el laboratorio del Profesor
Agustin Costa. Sin embargo, dado que la incorporacién de metales y posterior
funcionalizacién con APTES que se describen en este capitulo se realizaron en Valencia,

en esta ocasion, la concentracion de metal se midié mediante ICP-MS.

En primer lugar, se escogié una nanobeta comercial, CP814E, que presenta una
relacién de Si/Al similar a la preparada en el capitulo anterior (Si/Al ~ 11), con un tamafio
de cristal ligeramente mayor (~ 30 nm) al obtenido con la nanozeolita H-Beta (~ 15 nm).
A la zeolita comercial CP814E se le realizaron varias pruebas preliminares para optimizar
el proceso de inclusién del cadmio, antes de anclar el APTES a su superficie. En concreto,

se estudio la posible diferencia en la proporcion final de cadmio intercambiado tras una
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sustitucion previa de los H* por iones Na* respecto a la incorporacion directa del cadmio.

Para intercalar los cationes Cd?* en la CP814E se empled acetato de cadmio (11).
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3.1. Funcionalizacion y bioconjugacion de la nanozeolita Beta

comercial

3.1.1. Incorporacién del cation cadmio a la nanozeolita CP814E

La primera prueba realizada fue la incorporacion directa de los cationes Cd?*. Para
ello, se dispersaron 4 g de la CP814E en 9.78 g de una disolucién acuosa de
Cd(CHsC00); 375.21 mM. La suspensidn resultante se diluy6 en 400 g de H2O miliQ y
se agitd a temperatura ambiente durante una noche. El producto obtenido se lavo
sucesivamente con agua destilada y acetona, y secado bajo una fuente de calor para

eliminar la humedad restante. El rendimiento fue practicamente cuantitativo.

Finalmente, para asegurar la completa eliminacion de impurezas, el sélido se
calcin6, sometiéndolo a una rampa de calentamiento de 5 °C/min hasta llegar a una
temperatura de 150 °C, permaneciendo a esta temperatura durante 1 hora, seguido de otra
rampa de calentamiento de 1.5 °C/min hasta alcanzar los 500 °C y manteniendo fija esta

temperatura durante 2 horas mas para completar el proceso de calcinacion.

La cuantificacion del Cd?* intercambiado se mide mediante la técnica ICP-MS.
Dado que los grupos silanoles acidos son aquellos en los que el grupo OH hace puente
entre un atomo de silicio y uno de aluminio y puesto que cada cation de cadmio (1)
desplaza dos protones, la maxima proporcion Cd?*/Al sera 0.5. El andlisis de los

resultados se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Andlisis de los resultados obtenidos a partir del ICP-MS de la nanozeolita CP814E-Cd.

Muestra Si/Al Cd/Al | % Cd? sustituido

CP814E-Cd 10.1 0.24 48 %
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Como se sefialo al inicio de este capitulo, se decidié probar a continuacion el
intercambio de los protones de la CP814E por cationes de sodio (Na*), previamente a la
incorporacion de los cationes de cadmio (Cd?*) en la zeolita, para analizar y comparar los

resultados obtenidos por ICP-MS y determinar que método era el mejor.

Para la incorporacion de los cationes Na* a la nanozeolita, se filtran 5 g de la
nanobeta comercial, lavando con 400 g de una disolucién acuosa de NaCl 1M. El
producto resultante, CP814E-Na, fue aislado mediante sucesivos lavados con agua
destilada y acetona, y secado bajo una fuente de calor para eliminar la humedad restante.

El rendimiento fue practicamente cuantitativo.

Los resultados obtenidos a partir del ICP-MS se muestran a continuacion (Ver

Tabla 8).

Tabla 8. Andlisis de los resultados obtenidos a partir del ICP-MS de la nanozeolita CP814E-Na.

Muestra Si/Al Na/Al % Na* sustituido

CP814E-Na  10.1 0.38 38 %

A continuacion, se intercambiaran los iones de sodio, y probablemente algunos

protones que no fueron sustituidos en la etapa anterior, por los cationes de cadmio.

La zeolita CP814E-Na-Cd se obtuvo tras preparar una suspension de 4 g del
producto anterior, CP814E-Na, en 9.78 g de una disolucion acuosa de Cd(CH3COO).
375.21 mM. A continuacion, la suspension se diluyd en 400 g de H2O miliQ y agitada a
temperatura ambiente durante una noche. El sélido resultante se aislo mediante sucesivos
lavados con agua destilada y acetona, y secado bajo una fuente de calor para eliminar la

humedad restante. El rendimiento fue practicamente cuantitativo.
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El ICP-MS de la CP814E-Na-Cd permite determinar cuanto cadmio ha sido

incorporado a la zeolita CP814E-Na (Ver Tabla 9).

Tabla 9. Andlisis de los resultados obtenidos a partir del ICP-MS de la nanozeolita CP814E-Na-Cd.

Muestra Si/Al Na/Al Cd/Al % Cd?* sustituido

CP814E-Na-Cd 10.0 0.04 0.30 59 %

Comparando los resultados de la Tabla 9 con los de la Tabla 7, se dedujo que se
habia intercambiado una mayor cantidad de cadmio en la preparacion de la zeolita
CP814E-Na-Cd, es decir, aquella cuyo proceso de preparacion incluye una etapa

adicional intermedia en la que se sustituyeron los protones por los cationes de sodio.

Antes de pasar a la fase de anclaje de APTES en la zeolita, se decidi6 probar una
segunda etapa de sustitucion con cadmio con la CP814E-Na-Cd para comprobar si se

lograba incorporar mas cadmio a la CP814E-Na-Cd.

Para lograrlo, se dispersaron 3.5 g del producto CP814E-Na-Cd en 8.55 g de una
disolucion acuosa de Cd(CH3COOQ), 375.21 mM. Después, la suspension se diluy6 en
350 g de H>O miliQ y sometida a agitacion a temperatura ambiente durante una noche.
El sélido resultante se aislo6 mediante sucesivos lavados con agua destilada y acetona, y
secado bajo una fuente de calor para eliminar la humedad restante. El rendimiento fue

practicamente cuantitativo.

El producto final se caracteriza por ICP-MS para comprobar si se ha

intercambiado mas cadmio tras el segundo ciclo (Ver Tabla 10).

Tabla 10. Analisis de los resultados obtenidos a partir del ICP-MS de la nanozeolita CP814E-Na-Cd2.

Muestra Si/Al Na/Al Cd/Al % Cd?* sustituido

CP814E-Na-Cd2  10.3 0.02 0.40 80 %
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Analizando los resultados de la Tabla 10 y comparandolos con los de la Tabla 9,
se demostro que se logra incorporar una mayor cantidad de cadmio a la zeolita CP814E

mediante una segunda reaccion de sustitucion.

Como consecuencia, se eligio el método de preparacion de la CP814E-Na-Cd2
como el método mas adecuado para incorporar el cadmio durante el resto de la
investigacion, y, por tanto, para anclar el APTES sobre su superficie, tal y como se indicd

previamente.

3.1.2. Funcionalizacion de la nanozeolita CP814E con APTES

Antes de incorporar el APTES a la zeolita, se deshidrataron 2 g de la CP814E-Na-
Cd2 a 200 °C durante 2 horas haciendo vacio, para eliminar completamente la humedad
que podria favorecer la hidrolisis y reactividad del grupo alcoxisilano del APTES, dando

un producto entrecruzado indeseado.

A continuacién, se afiadieron 0.498 g de APTES y 20 ml de tolueno anhidro sobre
el s6lido totalmente seco y se agitd la suspension resultante a 85 °C en atmdsfera de argon
durante una noche. La relacion de mmol APTES/g zeolita fijada es ~ 1. El sélido
resultante se aisl6 mediante sucesivos lavados con tolueno y cloroformo, y secado bajo
una fuente de calor para eliminar la humedad restante. El rendimiento fue practicamente

cuantitativo.

La zeolita CP814E-Na-Cd2-APTES se caracteriza mediante espectroscopia
infrarroja, registrandose el espectro que aparece en la Figura 33, donde se observa la
sefial a 1515 cm atribuible a los grupos NH., protonados posteriormente al proceso de
funcionalizacion con APTES, y las bandas a 2980, 2931 y 1450 cm™ caracteristicas de
los grupos CH2 del resto alquilico del APTES. El resto de las sefiales se corresponden con
las bandas tipicas de una zeolita de tipo Beta, discutidas anteriormente.
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Figura 33. Espectro de FTIR de la nanozeolita CP814E-Na-Cd2-APTES.

Para comprobar que la funcionalizacién del APTES se ha llevado a cabo de
manera eficiente en la superficie de la zeolita, se ha estudiado el material funcionalizado
por RMN de Si-29 en sélido, utilizando tanto polarizacién cruzada con proton (CP-MAS,
Ver Figura 34) como sin polarizacion cruzada (BD-MAS, Ver Figura 35). En el caso del
RMN de Si-29 en s6lido (CP-MAS), se puede ver claramente la presencia de tres sefiales
a -69, -59 y -49 ppm, que se han asignado en la literatura a especies Si-C conectadas a
tres Si-O (T3), a dos Si-O (T2) o un Si-O (T1), tal y como se describe en la Figura 34 .
Este resultado claramente demuestra que los grupos funcionales aminopropil se han

anclado covalentemente a la superficie de los cristales de la nanozeolita comercial

CP814E.
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Figura 34. RMN de Si-29 en solido (CP-MAS) de la nanozeolita CP814E-Na-Cd2-APTES.

Para cuantificar la cantidad anclada de grupos APTES a la nanozeolita CP814E-

Na-Cd2-APTES, dicho material funcionalizado se ha medido por RMN de Si-29 en sélido

sin polarizacion cruzada con proton (BD-MAS), obteniéndose una relacion de sefiales

T"/Q" ~ 0.08 (Ver Figura 35). Este valor calculado a partir del espectro RMN de Si-29

en solido (BD-MAS), confirmaria una relacién de 1.2 mmol Si-C/g totales, que es un

valor anélogo al valor tedrico introducido en el proceso de anclaje (1.0 mmol APTES/g

zeolita).
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Figura 35. RMN de Si-29 en sélido (BD-MAS) de la nanozeolita CP814E-Na-Cd2-APTES.

3.1.3. Incorporacion del glutaraldehido a la nanozeolita CP814E

A continuacion, se decidié incorporar glutaraldehido a la CP814E-Na-Cdz2-

APTES como puente de union entre el APTES vy la neutravidina agregada en una etapa

posterior.

Para ello, se dispersaron 200 mg del producto CP814E-Na-Cd2-APTES en 20 ml
de una disolucion acuosa de glutaraldehido de concentracion 423.49 mM (8.47 mmol de
glutaraldehido) y la suspension resultante se sometid a ultrasonidos durante 5 minutos.
La relacion estimada de (n° moléculas de Glu) / (n° particulas de la zeolita CP814E-Na-
Cd2-APTES) resulté ser 2.35x10° (los célculos de dicha proporcion se realizaron a
posteriori cuando se dispuso del tamafio de las nanozeolitas mediante HR-TEM, Ver

Figura 36). El solido resultante adquirié un color rojo y se aisl6 mediante sucesivos
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lavados con agua destilada y acetona, y secado bajo una fuente de calor para eliminar la

humedad restante. El rendimiento fue practicamente cuantitativo.

Al analizar el espectro de FTIR de la CP814E-Na-Cd2-APTES-Glu (Ver Figura
36), se observa a 1710 cm™* una banda de tension C=0 caracteristica del glutaraldehido y
conservacion de las sefiales a 2940 y 1455 cm™ correspondientes a los grupos CH> del

APTES y del glutaraldehido.
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Figura 36. Espectro de FTIR de la nanozeolita CP814E-Na-Cd2-APTES-Glu.

3.1.4. Bioconjugacion de la nanozeolita CP814E con neutravidina

Finalmente, tras la union del glutaraldehido, se llevé a cabo la bioconjugacién de

la zeolita con la neutravidina.

Para anclar la neutravidina al producto CP814E-Na-Cd2-APTES-Glu, se

suspendieron 5 mg de éste en 150 pl de una disolucion acuosa de neutravidina con una
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concentracion de 1 mg/ml (2.5x10° mmol de neutravidina), agitando la suspension
resultante en un vértex a temperatura ambiente durante 24 horas. La relacion estimada de
(n° moléculas de NAV) / (n° particulas de la zeolita CP814E-Na-Cd2-APTES-GIlu)
resulto ser 2.7 (los célculos se realizaron a posteriori cuando se dispuso del tamafio de las
nanozeolitas mediante HR-TEM, Ver Figura 37). El producto se aislé de la mezcla final
mediante un proceso de centrifugacion a 8000 rpm durante 2 minutos. El s6lido separado
se redispersé en 4 ml de H.O miliQ y se centrifugd nuevamente. Se repitid esta operacion
dos veces adicionales. Finalmente, el s6lido se secé a vacio y a 20 °C durante una noche.

El rendimiento fue practicamente cuantitativo.

El espectro de FTIR (Ver Figura 37), muestra la aparicion de una nueva sefial a
1528 cm™ tipica de los grupos amida, -C(=O)NH-, que junto a la desaparicion de la banda
a 1710 cm™ tipica del grupo aldehido, —C(=O)H, sugiere que la incorporacion de la
neutravidina al glutaraldehido se realizo satisfactoriamente. En el espectro también se
observa que persisten las sefiales a 2950, 2872 y 1455 cm™, tipicas de los grupos CH: del

APTES vy del glutaraldehido.
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Figura 37. Espectro de FTIR de la nanozeolita CP814E-Na-Cd2-APTES-GIlu-NAV.

A partir de los resultados obtenidos con la nanobeta comercial, se decidio realizar
las mismas operaciones con la zeolita estudiada en el capitulo anterior, la H-Beta, con el
objetivo de ver si el método de anclaje superficial favorece la dispersién de los cristales.
Cabe destacar que la nanozeolita H-Beta sintetizada en el ITQ presenta una mayor area
externa que la nanobeta comercial (Ver Tabla 11), y, por tanto, se podria funcionalizar

su superficie de una manera mas eficiente.

Tabla 11. Valores de area BET, area externa y volumen de microporo medidos por adsorcion de N, para

las dos nanobetas.

Muestra | Area BET (m?/g) | Areaexterna (m%g) | Vmicroporo (CM3/g)

CP814E 580 203 0.18

H-Beta 757 440 0.15
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3.2. Funcionalizacién y bioconjugacion de la nanozeolita H-

Beta

Primeramente, se filtro 1 g de la zeolita H-Beta que, a continuacion, se lavé con
400 g de una disolucion acuosa de NaCl 1M. Después, la zeolita se aisl6 mediante
sucesivos lavados con agua destilada y acetona, y finalmente, se secé bajo una fuente de

calor para eliminar la humedad restante. El rendimiento fue practicamente cuantitativo.

A continuacion, para incorporar el cadmio a la zeolita H-Beta-Na, se sigui6 el
procedimiento utilizado con la H-Beta-Na. En primer lugar, se suspendieron 976 mg del
producto H-Beta-Na en 1.51 g de una disolucion acuosa de Cd(CH3COO). de
concentracion 375.21 mM. A continuacién, se diluyd la suspensién final con 98 g de H20
miliQ y se agitd a temperatura ambiente durante una noche. El sélido resultante se aislo
mediante sucesivos lavados con agua destilada y acetona, y a continuacion, se secé bajo
una fuente de calor para eliminar la humedad restante. El rendimiento fue practicamente

cuantitativo.

De la misma manera, en la segunda etapa de intercambio se dispersaron 879 mg
de la H-Beta-Na-Cd en 1.37 g de una disolucion acuosa de Cd(CHsCOO). de
concentracion 375.21 mM. Posteriormente, la suspension se diluyé en 88 g de H.0 miliQ
y se sometid a agitacion constante a temperatura ambiente durante una noche. EI material
preparado se aisl6 mediante sucesivos lavados con agua destilada y acetona, y a
continuacion, se secd bajo una fuente de calor para eliminar la humedad restante. El
rendimiento fue practicamente cuantitativo. EI ICP-MS de la muestra H-Beta-Na-Cd2

revela un intercambio de Cd en el sélido final de un 68 % (Ver Tabla 12).
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Tabla 12. Analisis de los resultados obtenidos a partir del ICP-MS de la nanozeolita H-Beta-Na-Cd2.

Muestra Si/Al | Cd/Al = % Cd? sustituido

H-Beta-Na-Cd2 = 10.9 0.34 68 %

Después, se llevo a cabo la union de APTES sobre la superficie de la H-Beta-Na-

Cd2.

De nuevo, antes de efectuar el anclaje del APTES sobre la superficie, la zeolita H-
Beta-Na-Cd2 se deshidrata siguiendo el mismo método utilizado en la preparacion de la

CP814E-Na-Cd2-APTES.

A continuacion, la zeolita deshidratada se redispersé en 0.360 g de APTES y 6 ml
de tolueno anhidro y la suspension resultante se agité a 85 °C en atmosfera de argdn
durante una noche. La relacién de mmol APTES/g zeolita se fijo en ~ 2. Finalmente, la
zeolita se aislé mediante sucesivos lavados con tolueno y cloroformo, y a continuacion,
se secO bajo una fuente de calor para eliminar la humedad restante. El rendimiento fue

practicamente cuantitativo.

Para comprobar que la funcionalizacién del APTES se ha llevado a cabo de
manera eficiente en la superficie de la zeolita, se ha estudiado el material funcionalizado
por RMN de Si-29 en sélido, tanto CP-MAS (Ver Figura 38) como BD-MAS (Ver
Figura 39). En el caso del RMN de Si-29 en sdlido (CP-MAS), se observan tres sefiales
centradas a -69, -59 y -49 ppm, que se han asignado en la literatura a especies T3, T2y T,
respectivamente, tal y como se describe en la Figura 38 !, Este resultado claramente
demuestra que los grupos funcionales aminopropil se han anclado covalentemente a la

superficie de los cristales de la nanozeolita H-Beta.
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Figura 38. RMN de Si-29 en s6lido (CP-MAS) de la nanozeolita H-Beta-Na-Cd2-APTES.

Para cuantificar la cantidad anclada de grupos APTES a la nanozeolita H-Beta-

Na-Cd2-APTES, dicho material funcionalizado se ha medido por RMN de Si-29 en sélido
(BD-MAS), obteniéndose una relacion de sefiales T"/Q" ~ 0.11 (Ver Figura 39). Este
valor calculado a partir del espectro RMN de Si-29 en sélido (BD-MAS) confirmaria una

relacién de 1.6 mmol Si-C/g totales, que es un valor cercano al valor tedrico introducido

en el proceso de anclaje (2.0 mmol APTES/g zeolita).

73



Capitulo 3

I 15000000
— |
—o0O 3 |
. N /T NH || 14000000
—O—si
\/\/ ‘ ‘ 13000000
—o |
| 12000000
— |
\ /T NH; | +11000000
A \
/ ‘ 10000000
EtO |
f | +3000000
EtO T! | |
N4 NH; ‘ ‘ +8000000
_O__S‘\/\/ |
[ +7000000
EtO [
L \
1
[ 6000000
|
I\ | 5000000
-
i
‘ +4000000
|
{ ‘I 3000000
/ |
1 T2 f \ +2000000
T T2 73 /.
/
FAR : / | 1000000
A s \
e A o s el : : "\“_A_xw,., NP I Ul S ISV DAV S5 AP S | )}
+-1000000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
30 20 10 0 -0 -200 -30 40 -50 -60 70 -80 -0 -100 -110 -120 -130 -140 -150 ~-160 -170 ~-180 -190 -200

Figura 39. RMN de Si-29 en solido (BD-MAS) de la nanozeolita H-Beta-Na-Cd2-APTES.

Para unir el glutaraldehido al APTES coordinado previamente en la superficie de
la zeolita, se suspendieron 200 mg de la H-Beta-Na-Cd2-APTES en 20 ml de una
disolucion acuosa de glutaraldehido de concentracion 423.49 mM (8.47 mmol de
glutaraldehido) y la suspension resultante se somete a ultrasonidos durante 5 minutos. La
relacion estimada de (n° moléculas de Glu) / (n° particulas de la zeolita H-Beta-Na-Cd2-
APTES) resultd ser 2.5x10° (los calculos se realizaron a posteriori cuando se dispuso del
tamano de las nanozeolitas mediante HR-TEM, Ver Figura 40). El producto resultante
paso a tener un color rojo y se aisld mediante sucesivos lavados con agua destilada y

acetona. Finalmente, se seco bajo una fuente de calor para eliminar la humedad restante.

El rendimiento fue practicamente cuantitativo.

En el espectro de FTIR (Ver Figura 40), se observa una sefial a 1720 cm™

atribuible a la banda de tensién C=0 caracteristica del grupo aldehido, y la permanencia
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de las sefiales a 2950 y 1455 cm correspondientes a los grupos CH, del APTES y del
glutaraldehido. El resto de las sefiales se corresponden con las bandas tipicas de una

zeolita de tipo Beta, discutidas anteriormente.

2.65
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Figura 40. Espectro de FTIR de la nanozeolita H-Beta-Na-Cd2-APTES-Glu.

Finalmente, se incorpora la netravidina a la zeolita H-Beta-Na-Cd2-APTES-Glu.

Para ello, se dispersaron 5 mg de la H-Beta-Na-Cd2-APTES-Glu en 150 pl de una
disolucion acuosa de neutravidina con una concentracion de 1 mg/ml (2.5x10° mmol de
neutravidina), agitando la suspension resultante en un vortex a temperatura ambiente
durante 24 horas. La relacién estimada de (n° moléculas de NAV) / (n° particulas de la
zeolita H-Beta-Na-Cd2-APTES-Glu) resultd ser 2.4 (los calculos se realizaron a
posteriori cuando se dispuso del tamafio de las nanozeolitas mediante HR-TEM, Ver

Figura 41). El solido se aisl6 siguiendo el mismo procedimiento utilizado en la
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preparacion de la CP814E-Na-Cd2-APTES-Glu-NAV. El rendimiento fue practicamente

cuantitativo.

El FTIR de la H-Beta-Na-Cd2-APTES-Glu-NAV (Ver Figura 41), muestra una
nueva sefial a 1538 cm™ tipica de los grupos amida, -C(=O)NH-, que junto a la
desaparicion de la banda a 1720 cm, tipica del grupo aldehido, —-C(=O)H, supone que la
neutravidina se ha unido al glutaraldehido. Por otra parte, se contindan observando las

bandas a 2950 y 1455 cm™, tipicas de los grupos CH: del APTES y del glutaraldehido.
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Figura 41. Espectro de FTIR de la nanozeolita H-Beta-Na-Cd2-APTES-Glu-NAV.

Una vez incorporado el APTES a las zeolitas, era necesario comprobar si, al
menos en algun caso, se habia logrado evitar la aglomeracion de las nanoparticulas. Para
ello se llevaron a cabo las medidas de HR-TEM de muestras de las dos zeolitas tipo
“APTES-Glu”. La eleccion de estas muestras, Y no de las nanozeolitas con solo APTES
incorporado, ha sido debido a que la adicion del glutaraldehido entrafia un riesgo
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adicional, ya que una misma molécula de glutaraldehido puede unirse a dos grupos amino
anclados en dos nanoparticulas diferentes formando aglomeraciones. Este problema es
inherente al empleo del dialdehido, aunque se ha procurado minimizar ese riesgo
afiadiendo un exceso de glutaraldehido (del orden de 10° moléculas de dialdehido por
nanoparticula). Para mayor seguridad, se ha comprobado que doblando la cantidad de
glutaraldehido afiadido a la H-Beta-Na-Cd2-APTES para preparar las nanoparticulas H-
Beta-Na-Cd2-APTES-Glu, no aumenta la intensidad de la banda a 1720 cm™, atribuible

al grupo aldehido libre, en sus espectros de infrarrojo.
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3.3. Discusion del HR-TEM de los derivados de las nanozeolitas

CP814E y H-Beta

A continuacion, en la Figura 42 se muestran las micrografias correspondientes al
HR-TEM de la CP814E-Na-Cd2-APTES-Glu y la H-Beta-Na-Cd2-APTES-Glu. En las

imagenes se observa que la aglomeracion es evidente en ambos casos.

A) T00nm Electron Image 1 B)

300nmm Clectron Image 1

Figura 42. Micrografias HR-TEM de A) CP814E-Na-Cd2-APTES-Glu, B) H-Beta- Na-Cd2-APTES-Glu.

Por otra parte, se decidié también realizar un “elemental mapping” para estudiar
la distribucion del cadmio en las zeolitas anteriores. En la Figura 43 se muestran las

imagenes correspondientes al “mapping” de la CP814E-Na-Cd2-APTES-Glu.

78



Capitulo 3

Electron Image 1 M agnm |

1
100nm

Electron Image 1

Figura 43. Distribucion del Cd en diferentes areas de la nanozeolita CP814E-Na-Cd2-APTES-Glu.

La figura anterior sugiere que el cadmio no parece estar del todo
homogéneamente distribuido en la nanozeolita CP814E-Na-Cd2-APTES-Glu. Una

tendencia similar se observa en la muestra H-Beta-Na-Cd2-APTES-Glu (Ver Figura 44).
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Figura 44. Distribucion del Cd en diferentes areas de la nanozeolita H-Beta-Na-Cd2-APTES-Glu.

La imagenes recogidas en la Figura 43 y Figura 44 ponen de manifiesto que la
heterogénea distribucion de los cationes Cd a la lo largo de los nanocristales de las zeolitas
Betas puede tener un efecto negativo en las medidas electroquimicas, mientras que la
aglomeracion de las nanoparticulas puede dificultar la interaccion entre la neutravidina y
la biotina. Esto explicaria que, finalmente, al llevar a cabo los ensayos de afinidad sobre

las zeolitas bioconjugadas en este capitulo, no se detectd una buena sefial electroquimica.
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Tal y como se indicd en el apartado anterior, la distribucion heterogénea del
cadmio en las zeolitas puede suponer un problema para la realizacion de las medidas
electroquimicas. Para intentar solventar esta dificultad, se penso que la incorporacion
directa del metal en la estructura de las zeolitas durante su proceso de sintesis podria
mejorar la distribucion del cation metélico en el material final. Se escogi6 el cobre para
la preparacion de estas zeolitas debido a la experiencia previa del grupo del Dr. Manuel
Moliner en la sintesis de zeolitas de cobre, y en el hecho de que este metal es también

electroquimicamente activo 2 63,

Asi pues, durante mi estancia en el ITQ de Valencia, se sintetizaron diversos tipos
de nanobetas de cobre, utilizando dos tipos de ADEO, la molécula comercial

tetraetilamonio (TEA) y la molécula N-butil-N,N-dimetilciclohexilamonio (BDMCS6).

Para la preparacion de estas nuevas zeolitas, se emplearon multiautoclaves (Ver
Figura 45), cada uno con espacio para 15 cépsulas de teflon, en las que se mezclaron los
reactivos en diferentes proporciones siguiendo los datos detallados a lo largo del presente

capitulo.

Figura 45. Multiautoclave con 15 mezclas de reactivos diferentes.

A continuacion, se sellaron los autoclaves y se situaron durante 10 dias, uno en

una estufa a 140 °C (CuBetas empleando TEA), y el otro en una estufa a 150 °C (CuBetas
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empleando BDMCG), para que se produjera la sintesis hidrotermal de las nanozeolitas

(Ver Figura 46).

Figura 46. Multiautoclave completamente sellado.

Transcurrido ese tiempo, se retiraron las autoclaves de la estufa, se enfriaron con
aguay después se abrieron para recuperar las capsulas de teflén con los nuevos materiales

(Ver Figura 47).

Figura 47. Multiautoclaves con las nanozeolitas CuBeta sintetizadas.

Posteriormente, se estudiaron las caracteristicas de cada una de estas nanozeolitas
para seleccionar las mas adecuadas para los objetivos de la presente tesis doctoral. Para

ello, se emplearon distintas técnicas de caracterizaciéon como la difraccion de rayos X
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(DRX), la espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) vy la

microscopia electronica de barrido de emisién de campo (FE-SEM).

87



Capitulo 4

4.1. Sintesis de nanozeolitas CuBeta utilizando tetraetilamonio

(TEA) como ADEO

La sintesis de la zeolita Beta en su forma nanocristalina se describié por primera
vez utilizando tetraetilamonio (TEA) como agente director de estructura organico
(ADEO) en condiciones muy alcalinas (pH elevados, como por ejemplo OH/Si ~ 0.65)
4. Estas condiciones de sintesis limitan la preparacion de la zeolita Beta en su forma
nanocristalina a relaciones de Si/Al relativamente bajas (menores de 10), ya que, al
intentar incrementar dicha relacion, los rendimientos globales de sintesis son muy bajos.
No obstante, dado que queremos introducir una cantidad de cationes relativamente alta
en la zeolita final, como por ejemplo cobre o cadmio, las relaciones de Si/Al menores de
10 serian adecuadas, ya que con un mayor contenido de aluminio favoreceremos la

presencia de cargas negativas que permitan estabilizar dichos cationes.

Como posible desventaja de esta metodologia de sintesis, podriamos decir que el
elevado pH en las condiciones de sintesis de la zeolita Beta nanocristalina con TEA,
podria favorecer la descomposicién del complejo de Cu (Cu-TEPA, Cu?* con
tetraetilenepentamina) en las condiciones hidrotermales necesarias para llevar a cabo la
cristalizacion, pudiendo resultar en la precipitacion de particulas grandes de oxido de

cobre.

Durante mi estancia en el ITQ, propusimos distintas condiciones de sintesis con
el fin de sintetizar en una unica etapa la zeolita CuBeta nanocristalina utilizando TEA
como ADEO. En este sentido, se vari¢ la relacion Si/Al (6, 8, 11), larelacion Cu-TEPA/Si
(0.025, 0.05), y la presencia de otros cationes en el medio de sintesis, como por ejemplo
Na, de manera que el valor final de OH/Si fuera siempre el mismo (~ 0.65). El resumen

con las relaciones molares para cada uno de los geles se encuentra en la Tabla 13, asi
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como la cantidad exacta adicionada de cada uno de los componentes de la sintesis en la

Tabla 14. Los geles se mantuvieron en la estufa a 140 °C durante 10 dias.

Tabla 13. Relaciones molares escogidas para llevar a cabo el estudio de la sintesis de la zeolita CuBeta

en su forma nanocristalina utilizando TEA como ADEO.

Muestra Si/Al | TEA/Si | Cu-TEPA/SI | NaOH/Si | H20/Si
CuBeta_01 6 0.65 0.025 0 20
CuBeta_02 8 0.65 0.025 0 20
CuBeta_03 11 0,65 0.025 0 20
CuBeta_04 6 0.65 0.05 0 20
CuBeta_05 8 0.65 0.05 0 20
CuBeta_06 11 0.65 0.05 0 20
CuBeta_07 6 0.5 0.025 0.15 20
CuBeta_08 8 0.5 0.025 0.15 20
CuBeta_09 11 0.5 0.025 0.15 20
CuBeta_10 6 0.5 0.05 0.15 20
CuBeta_11 8 0.5 0.05 0.15 20
CuBeta_12 11 0.5 0.05 0.15 20
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Tabla 14. Composicion de las nanozeolitas CuBeta usando TEA como ADEO.

Muestra | Ludox | AI(OH)s | TEA | CuSOs+ TEPA | NaOH | KOH | H20
CuBeta_01 | 618.1 49.3 1102.6 116.5 0 0 293.0
CuBeta_02 | 607.6 39.1 1096.6 113.3 0 0 310.8
CuBeta_03 | 619.5 28.5 1101.2 114.4 0 0 316.0
CuBeta_04 | 601.9 49.0 11105 217.4 0 0 250.4
CuBeta_05 | 602.5 39.3 11120 209.7 0 0 229.3
CuBeta_06 | 614.6 28.2 1108.7 206.1 0 0 232.2
CuBeta_07 | 616.2 49.3 959.8 107.2 135.6 0 399.5
CuBeta_08 | 611.6 39.1 865.7 106.5 138.0 0 368.0
CuBeta_09 | 617.3 28.4 846.1 107.3 129.9 0 366.6
CuBeta_10 | 607.0 49.0 851.1 2185 131.8 0 298.7
CuBeta_11 | 606.7 39.5 864.0 217.0 137.8 0 316.7
CuBeta_12 | 617.1 28.2 848.2 211.8 134.7 0 307.3

Una vez transcurrido el tiempo de sintesis, los sélidos obtenidos se filtraron,
lavandolos con abundante agua, y se caracterizaron por difraccion de rayos X. Los

patrones de difraccion obtenidos se muestran en la Figura 48.
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Figura 48. Patrones de difraccion de los solidos obtenidos utilizando Cu-TEPA y TEA en el medio de

sintesis.

A la vista de los patrones de DRX, se observa que la introduccion de Na (muestras

7 a 12) resulta en general en la formacion de

otra fase cristalina como impureza (ver

rectangulo verde). En ausencia de Na, los patrones de difraccion que presentan una menor

intensidad de los picos, y por tanto, podrian presentar un menor tamario de cristal, son las

muestras 1 y 4, que son las que se han sintetizado con una menor relacion Si/Al en el

medio de sintesis (~ 6).
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Las medidas de ICP-MS revelan la composicién quimica de estas dos muestran

(Ver Tabla 15).

Tabla 15. ICP-MS de las muestras seleccionadas en el estudio de la sintesis directa de las nanozeolitas

CuBeta utilizando TEA y Cu-TEPA.

Muestra | Si/Al | % Cu

CuBeta 01 | 7.4 2.2

CuBeta 04 | 7.4 3.2

Para ver lamorfologia de los cristales y la distribucion de cobre en dichos cristales,
se han estudiado estas dos muestras por FE-SEM, donde se ha medido por EDX la

composicion quimica en distintas zonas de la muestra (Figura 49 y Figura 50).

CuBeta_01

X
B

Figura 49. Micrografia FE-SEM de la nanozeolita CuBeta_01 caracterizada por EDX.

En la Tabla 16 se muestra la relacion de Si/Al y el % de Cu en los diferentes
puntos que aparecen resaltados en la micrografia anterior y que han sido analizados por

EDX.
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Tabla 16. Relacion de Si/Al y % de Cu en diferentes puntos de la nanozeolita CuBeta_01.

Zonas | Si/Al | % Cu
Puntol | 9.23 | 0.69

Punto 2 | 9.07 1.03

Punto3 | 9.38 | 0.93

Punto 4 | 9.65 1.32

Punto5 | 9.66 | 0.72

Punto6 | 9.13 | 0.53

Punto7 | 9.17 1.03

Punto 8 | 10.82 0

Vemos que el porcentaje de cobre en cada punto es menor que el medido en el

total de la muestra caracterizada por ICP-MS (% Cu ~ 2.2), incluso hay una medida que

no detecta contenido de Cu (punto 8). Esto quiere decir que debe haber zonas ricas en

cobre, que seguramente seran las particulas marcadas en rojo.

CuBeta_04

Figura 50. Micrografia FE-SEM de la nanozeolita CuBeta_04 caracterizada por EDX.
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A continuacidn, se indica la relacion de Si/Al 'y el % de Cu en los diferentes puntos

de la muestra CuBeta_04 que ha sido caracterizada por EDX (Ver Tabla 17).

Tabla 17. Relacion de Si/Al y % de Cu en diferentes puntos de la nanozeolita CuBeta_04.

Zonas | Si/Al | % Cu

Punto9 | 6.68 | 53.1

Punto 10 | 6.08 68.1

Punto 11 | 9.67 1.06

Punto 12 | 9.03 2.63

Las medidas de EDX de la zeolita CuBeta_04, claramente muestran la presencia
de zonas ricas en cobre. Esto significa que durante la sintesis hidrotermal de las zeolitas
CuBeta, utilizando TEA como ADEO, el complejo de cobre Cu-TEPA no es
completamente estable, pudiendo precipitar particulas grandes de éxido de cobre. Un
posible motivo puede ser el elevado pH que se necesita para la cristalizacion de la zeolita

Beta nanocristalina con TEA.
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4.2. Sintesis de nanozeolitas CuBeta utilizando N-butil-N,N-

dimetilciclohexilamonio (BDMC6) como ADEO

Con el fin de intentar prevenir la precipitacion del cobre, se ha intentado la sintesis
directa de la zeolita CuBeta utilizando otro procedimiento de sintesis alternativo “°. Este
procedimiento permite sintetizar la zeolita Beta en su forma nanocristalina con un amplio
rango de Si/Al y buenos rendimientos de sintesis utilizando la siguiente molécula como
ADEO (Ver Figura 51) , siempre con relaciones OH/Si menores que las descritas en la
Tabla 13 para el caso del TEA. Este punto sera importante, ya que permitira llevar a cabo
la sintesis hidrotermal de las zeolitas a menores pHSs, y, por tanto, la estabilidad de los
complejos de Cu podria incrementarse notoriamente durante las etapas de nucleacion y
cristalizacion de las zeolitas. De esta manera, se podria reducir la precipitacion no deseada

de especies de Oxido de cobre en los solidos finales.

e/
Q/” ~

Figura 51. Estructura del N-butil-N,N-dimetilciclohexilamonio (BDMCG).

Analogamente, se propusieron también distintas condiciones de sintesis con el fin
de sintetizar en una unica etapa la zeolita CuBeta nanocristalina utilizando BDMC6 como
ADEO, utilizando relaciones de Si/Al (8, 11, 15), de Cu-TEPA/Si (0.025, 0.05), e
incorporando otros cationes en el medio de sintesis, como Na, de manera que el valor
final de OH/Si fuera siempre el mismo (~ 0.4). El resumen con las relaciones molares
para cada uno de los geles se encuentra en la Tabla 18, asi como la cantidad exacta
adicionada de cada uno de los componentes de la sintesis en la Tabla 19. Los geles se

mantuvieron en la estufa a 150 °C durante 10 dias.
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Tabla 18. Relaciones molares escogidas para llevar a cabo el estudio de la sintesis de la zeolita CuBeta

en su forma nanocristalina utilizando TEA como ADEO.

Muestra | Si/Al | BDMC6/Si | Cu-TEPA/Si | NaOH/Si | H20/Si
CuBeta_16 | 8 0.4 0.025 0 15
CuBeta_17 | 11 0.4 0.025 0 15
CuBeta_18 | 15 0.4 0.025 0 15
CuBeta_19 | 8 0.4 0.05 0 15
CuBeta_20 | 11 04 0.05 0 15
CuBeta_21 | 15 04 0.05 0 15
CuBeta 22 | 8 0.25 0.025 0.15 15
CuBeta_23 | 11 0.25 0.025 0.15 15
CuBeta_24 | 15 0.25 0.025 0.15 15

Tabla 19. Composicion de las nanozeolitas CuBeta usando BDMC6 como ADEO.

Muestra | Ludox | Al(OH)s | BDMC6 | CuSO4 + TEPA | NaOH | KOH | H20
CuBeta_16 | 620.8 39.6 2610.0 125.3 0 0 0
CuBeta_17 | 605.0 28.3 2583.2 105.2 0 0 0
CuBeta_18 | 610.0 21.3 2580.4 111.6 0 0 0
CuBeta_19 | 602.5 39.3 2594.0 212.3 0 0 0
CuBeta_20 | 618.8 28.5 2588.6 213.0 0 0 0
CuBeta_21 | 618.6 215 2582.8 214.8 0 0 0
CuBeta_22 | 615.8 395 1619.0 104.4 123.8 0 0
CuBeta_23 | 618.9 28.4 1624.1 103.4 129.7 0 0
CuBeta_24 | 623.1 21.4 1613.1 117.3 127.0 0 0

Una vez transcurrido ese tiempo, los sélidos obtenidos se filtraron, se lavaron con
abundante agua, y se caracterizaron por difraccion de rayos X (DRX). Los patrones de

difraccion obtenidos se muestran en la Figura 52.
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Figura 52. Patrones de difraccion de los solidos obtenidos utilizando Cu-TEPA y BDMC6 en el medio de

sintesis.

A la vista de los patrones de DRX, se observa que se han sintetizado muestras
amorfas (16, 19, 20 y 21), que se descartaron para la presente investigacion, y muestras
con naturaleza cristalina (17, 18, 22, 23 y 24), que se caracterizaron posteriormente por

ICP-MS para conocer su composicion quimica (Ver Tabla 20).
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Tabla 20. ICP-MS de las muestras seleccionadas en el estudio de la sintesis directa de las nanozeolitas

CuBeta utilizando BDMC6 y Cu-TEPA.

Muestra | Si/Al | % Cu

CuBeta_17 | 10.0 3.4

CuBeta 18 | 12.6 2.4

CuBeta 22 | 9.7 2.0

CuBeta 23 | 13.5 2.4

CuBeta_24 | 17.0 2.4

Estas muestras se han estudiado por FE-SEM para determinar la morfologia de
los cristales y la distribucion de cobre en dichos cristales, analizando por EDX la
composicion quimica en distintas zonas de las muestras (Ver Figura 53, Figura 54,
Figura 55 y Figura 56). La CuBeta_18 no se ha caracterizado por EDX dado que su

composicion quimica es practicamente similar a la CuBeta_23.

La muestra CuBeta_17, sintetizada en ausencia de NaOH y con una relacion de

Si/Al = 11, presenta una morfologia nanocristalina (Ver Figura 53, izquierda)

Figura 53. Micrografias FE-SEM de la nanozeolita CuBeta_17 caracterizada por EDX.
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Con el fin de evaluar la dispersién de cobre a lo largo de los cristales de la muestra

CuBeta_17, se evaluo la composicion quimica de la misma en distintas zonas mediante

EDX (Ver Tabla 21).

Tabla 21. Relacion de Si/Al y % de Cu en diferentes puntos de la nanozeolita CuBeta_17.

Zonas | Si/Al | % Cu
Punto 13 | 15.62 | 3.51
Punto 14 | 16.51 | 1.28
Punto 15 | 17.01 | 0.89
Punto 16 | 15.78 | 2.58
Punto 17 | 15.34 | 2.29
Punto 18 | 16.05 | 3.67
Punto 19 | 6.09 | 0.00
Punto 20 | 14.84 | 3.93
Punto21 | 5.72 | 3.01

Tal y como se observa en la Tabla 21, el contenido de cobre es bastante

heterogéneo en distintas partes del material, alternandose zonas ricas en cobre con otras

partes en las que la presencia de cobre es significativamente menor.

A continuacién, se ha estudiado por microscopia la muestra CuBeta 22,

sintetizada con NaOH en el medio de sintesis (NaOH/Si = 0.15), con una relacion teérica

de Si/Al en el gel de sintesis de aprox. 8. La morfologia de la zeolita es nanocristalina

(Ver Figura 54).
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Figura 54. Micrografia FE-SEM de la nanozeolita CuBeta_22 caracterizada por EDX.

La relacion de Si/Al y el % de Cu obtenido por EDX en diferentes puntos de la

zeolita CuBeta_22, se muestra en la Tabla 22.

Tabla 22. Relacidn de Si/Al y % de Cu en diferentes puntos de la nanozeolita CuBeta_22.

Zonas Si/Al | %Cu

Punto 22 | 12.13 | 2.81

Punto 23 | 10.14 | 3.30

Punto 24 | 11.78 | 2.38

Punto 25 | 5.95 | 1.00

Punto 44 | 12.53 | 4.23

Punto 45 | 11.90 | 2.96

Punto 46 | 10.56 | 2.72

Punto 47 | 10.75 | 2.97

Punto 48 | 10.24 | 2.53

Punto 49 | 10.37 | 3.76

En el caso de la CuBeta_22, se aprecia una menor variacion en el % de Cu después
de haber analizado diferentes zonas de la muestra que la observada anteriormente para la
zeolita CuBeta_17. A pesar de que en este momento no tenemos una explicacion

definitiva para esta mejor distribucién de Cu, es posible que la presencia de NaOH en el
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medio de sintesis permita acelerar los mecanismos de nucleacion de la zeolita Beta,
permitiendo una répida incorporacion y encapsulamiento de los complejos de Cu, y, por
tanto, facilitando no sélo su estabilidad sino también su distribucion a lo largo de los

cristales.

La nanozeolita CuBeta_23 también presenta una morfologia nanocristalina (Ver
Figura 55), y, ademas, la composicion quimica a lo largo de la muestra presenta una

menor variacion que en las muestras anteriores (Ver Tabla 23).

CuBeta_23

Figura 55. Micrografia FE-SEM de la nanozeolita CuBeta_23 caracterizada por EDX.
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Tabla 23. Relacion de Si/Al y % de Cu en diferentes puntos de la nanozeolita CuBeta_23.

Zonas | Si/Al | % Cu

Punto 26 | 10.69 | 1.87

Punto 27 | 15.07 | 1.04

Punto 28 | 16.21 | 4.34

Punto 29 | 14.59 | 1.57

Punto 30 | 15.16 | 0.99

Punto 40 | 14.83 | 1.22

Punto 41 | 14.35 | 0.83

Punto 42 | 1593 | 1.53

Punto 43 | 14.77 | 0.90

Finalmente, la CuBeta_24, sintetizada con una mayor relacion Si/Al, a pesar de
mostrar una buena morfologia nanocristalina (Ver Figura 56), presenta una mala
distribucion de Cu a lo largo de sus particulas (Ver Tabla 24). La mayor relacion Si/Al
obtenida en el sélido final, puede ser un problema para estabilizar las especies cationicas

ocluidas en sus poros, resultando en una peor incorporacion de los cationes Cu-TEPA.

CuBeta_24

Figura 56. Micrografias FE-SEM de la nanozeolita CuBeta_24 caracterizada por EDX.
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Tabla 24. Relacion de Si/Al y % de Cu en diferentes puntos de la nanozeolita CuBeta_24.

Zonas | Si/Al | % Cu

Punto 31 | 21.32 | 0.51

Punto 32 | 18.16 | 0.27

Punto 33 | 18.31 | 0.29

Punto 34 | 20.26 | 2.34

Punto 35 | 20.87 | 0.00

Punto 36 | 10.00 | 6.93

Punto 37 | 19.64 | 0.51

Punto 38 | 20.58 | 0.00

Punto 39 | 20.34 | 0.01

De todas las muestras analizadas, parece que la CuBeta que presenta una mejor
dispersion de cobre es la CuBeta_23. Con el fin de continuar con la investigacion, se

escalo la sintesis de esta zeolita.

Para ello, se han utilizado las condiciones de sintesis resumidas en la siguiente
tabla, empleando BDMC6 como agente director de estructura organico (ADEO) (Ver
Tabla 25). El gel de sintesis resultante se mantuvo a 150 °C durante 10 dias para proceder

a la cristalizacién del material.

Tabla 25. Relaciones molares escogidas para escalar la sintesis de la zeolita CuBeta_23 en su forma

nanocristalina utilizando BDMC6 como ADEO.

Al/Si Si/Al | BDMCG6/Si | Cu-TEPA/Si | NaOH/Si | H20/Si

CuBeta_23 | 11 0.25 0.025 0.15 15

La sintesis hidrotermal de una zeolita en cantidades significativas se realiza en un

autoclave individual como la que se muestra en la Figura 57.
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Figura 57. Autoclave individual utilizada en la sintesis de la CuBeta_23.

El patron de difraccion del solido resultante muestra la cristalizacion de la

estructura zeolitica Beta (Ver Figura 58).
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Figura 58. Patrdn de difraccion de la nanozeolita escalada CuBeta_23.

El anélisis quimico por ICP-MS revela la siguiente composicion (Ver Tabla 26):

Tabla 26. ICP-MS de la nanozeolita escalada CuBeta_23.

Muestra | Si/Al | % Cu

CuBeta_23 | 10.6 3.0

El material CuBeta 23 sin calcinar se ha caracterizado por UV-Vis para

comprobar si el complejo de cobre utilizado en la sintesis (Cu?*-tetraetilenpentamina, Cu-
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TEPA) se mantiene intacto. EI complejo organometalico Cu-TEPA en disolucion muestra
una banda centrada en torno a ~ 260 — 270 nm, la cual se observa claramente también en
el s6lido CuBeta_23 obtenido (Ver Figura 59). Este dato es importante porque indica que
durante el proceso de sintesis de la zeolita Beta, el complejo de Cu-TEPA se mantiene
mayoritariamente intacto, evitando la precipitacion de particulas de 6xido de cobre, y, por
tanto, manteniendo, a priori, una buena distribucion de cationes Cu?* a lo largo de los

cristales de la zeolita Beta.
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Figura 59. UV-Vis de la nanozeolita CuBeta_23 sintetizada a mayor escala.

La distribucién del cobre en los cristales de la zeolita CuBeta_ 23 sintetizada a
mayor escala se ha estudiado por EDX (Ver Tabla 27), donde se observa una excelente

distribucién de Cu.
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Tabla 27. Relacién de Si/Al y % de Cu en diferentes puntos de la nanozeolita escalada CuBeta_23.

Zonas | Si/Al | Cu/Al

Puntol | 13.6 | 0.25

Punto2 | 12.9 | 0.26

Punto3 | 13.2 | 0.25

Punto4 | 11.5 | 0.32

Punto5 | 11.4 | 0.52

Punto6 | 13.0 0.29

Punto7 | 13.7 0.30

Punto 8 | 12.9 0.35

La muestra CuBeta_23 se calcind en aire a 580 °C durante seis horas para eliminar

los componentes organicos ocluidos en los poros.

Llegado a este punto, la CuBeta 23 se caracterizd por espectroscopia infrarroja
para poder seguir con facilidad las posteriores funcionalizaciones llevadas a cabo sobre
esta zeolita con distintos grupos amonio, como por ejemplo APTES y PAH. El espectro
de infrarrojo muestra las sefiales tipicas de una zeolita tipo Beta discutidas anteriormente

en el capitulo de la presente tesis doctoral (Ver Figura 60).
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Figura 60. Espectro de FTIR de la nanozeolita CuBeta_23.
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4.3. Funcionalizacién con grupos NH>

Con el fin de evaluar la capacidad de la CuBeta_23 como biosensor, se procedio
a estudiar distintos métodos para incorporar grupos aminos en la misma. Los grupos
aminos escogidos fueron (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES) y poli(hidrocloruro de

alilamina) (PAH), para incorporarlos directamente en la superficie externa de las zeolitas.

4.3.1. Preparacion de la nanozeolita CuBeta 23-PAH

Para la preparacion de este material, se suspendieron 60 mg del producto de
partida en 6 ml de H.O miliQ y en 6 ml de disolucion de PAH en PBS con una
concentracion de 5 mg/ml (2.10° mmol de PAH), sometiendo la suspension resultante a
ultrasonidos durante 30 minutos. La zeolita se aislé centrifugando la mezcla final a 8000
rpm durante 2 minutos. El sélido separado se redispersé en 4 ml de H.O miliQ y se
centrifugd nuevamente. Esta operacion se repitié dos veces adicionales. Finalmente, el
solido se seco a vacio a 20 °C durante una noche. El rendimiento fue practicamente

cuantitativo.

A continuacion, en la Figura 61, se observa una sefial a 1509 cm™ caracteristica

de los grupos amonio (RNH*") indicando que la PAH se ha unido a la CuBeta_23 °°.
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Figura 61. Espectro de FTIR de la nanozeolita CuBeta_23-PAH.

4.3.2. Preparacion de la nanozeolita CuBeta 23-APTES

Por otro lado, también se funcionaliz6 la CuBeta_23 con APTES para completar
el estudio. Para ello, se fijo el contenido total de grupos amino en la muestra en 1 mmol

NH2 por gramo de zeolita.

En el espectro de la Figura 62 se observa la banda a 1514 cm™ caracteristica de
las vibraciones de deformacion de los grupos amonio, resultantes de la protonacion
accidental del grupo NH2 del APTES que concuerdan con la union del APTES a la
CuBeta_23, asi como las sefiales tipicas de los grupos CH, y CHz del resto alquilico del

APTES %0,
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Figura 62. Espectro de FTIR de la nanozeolita CuBeta_23-APTES.
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4.4. Incorporacion del glutaraldehido

A continuacién, se decidi6 incorporar el glutaraldehido para formar un puente

entre las aminas unidas previamente a la nanozeolita y la neutravidina.

4.4.1. Preparacion de las nanozeolitas CuBeta 23-PAH-Glu vy

CuBeta 23-APTES-Glu

Para ello, se dispersaron 50 mg de zeolita en 5 ml de una disolucién acuosa de
glutarlaldehido 423.49 mM (2.12 mmol de glutaraldehido), y se somete la suspensién a
ultrasonidos durante 5 minutos. La relacion estimada de (n° moléculas de Glu) / (n°
particulas de zeolita) resultd ser 4x10°. El color del sélido resultante ha cambiado a rojo
al unirse el glutaraldehido. Los productos obtenidos se aislaron mediante sucesivas

redispersiones en agua y posteriores centrifugaciones. Finalmente se secaron a vacio.

Al estudiar el FTIR de la CuBeta_23-PAH-Glu, se distingue una nueva sefial a
1720 cm! tipica de los grupos carbonilo (RCOH) y que se atribuye al grupo aldehido
libre del glutaraldehido, que junto a la desaparicion de la banda a 1509 cm™, tipica de los
grupos amonio (RNH?®"), que aparecia en el FTIR de la CuBeta_23-PAH, demuestra que
el glutaraldehido se ha acoplado a la PAH del producto de partida. Ademas, continGan
apareciendo las sefiales a 2960 y 1455 cm™ propias de los grupos CH2 y CHs del resto

alquilico de la amina y del glutaraldehido (Vease Figura 63).
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Figura 63. Espectro de FTIR de la nanozeolita CuBeta_23-PAH-Glu.

En el FTIR de la CuBeta_23-APTES-Glu se identifica una banda a 1710 cm™
tipica de los grupos carbonilo (RCOH) y que se atribuye al grupo aldehido libre del
glutaraldehido. Se observan también las sefiales a 2970, 2940 y 1455 cm* caracteristicas

de los grupos CH2 y CH3 del resto alquilico del APTES y del glutaraldehido (Ver Figura
64).
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Figura 64. Espectro de FTIR de la nanozeolita CuBeta_23-APTES-Glu.

4.4.2. Discusion del HR-TEM de los derivados de la nanozeolita

CuBeta 23 con Glu

Las muestras CuBeta_23-PAH-Glu y CuBeta_23-APTES-Glu se estudiaron por
HR-TEM para evaluar no solo la distribucion del cobre sino también la morfologia de los

cristales tras la funcionalizacion de los grupos amino.

En la Figura 65y en la Figura 66 se muestran las imagenes correspondientes a
las micrografias de las zeolitas de la CuBeta_23-PAH-Glu y de la CuBeta_23-APTES-

Glu vy a la correspondiente distribucion de centros metalicos, (“mapping”).
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Figura 65. Distribucion del Cu en diferentes areas de la nanozeolita CuBeta_23-PAH-Glu.
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Figura 66. Distribucion del Cu en diferentes areas de la nanozeolita CuBeta_23-APTES-Glu.

Como puede apreciarse en las figuras anteriores, ambos materiales presentan un

grado de agregacion de sus nanoparticulas considerable.

Por otro lado, la distribucidn del metal en estas zeolitas sintetizadas por métodos
directos es considerablemente superior a la observada en los anteriores capitulos de la
presente tesis doctoral, donde el metal se incorporaba por metodos post-sintéticos de

intercambio cationico.

115



Capitulo 4

4.5. Incorporacion de la neutravidina

A pesar de que las micrografias TEM de las muestras de las zeolitas CuBeta_23-
PAH-Glu y CuBeta_23-APTES-Glu muestran un considerable grado de agregacion, se
decidio incorporar la neutravidina a la CuBeta_23-APTES-Glu y hacer un ensayo de
afinidad, pues se habia encontrado en la bibliografia que las nanoparticulas podian

dispersarse en una suspension de agarosa 5.

4.5.1. Preparacion de la nanozeolita CuBeta 23-APTES-Glu-NAV

Se dispersaron 5 mg de la CuBeta_23-APTES-Glu en 150 ul de una disolucion
acuosa de neutravidina con una concentracion de 1 mg/ml (2.5x10° mmol de
neutravidina), y se agitd la suspension resultante en un vortex a temperatura ambiente
durante 24 horas. La relacion estimada de (n°® moléculas de NAV) / (n° particulas de la
zeolita CuBeta_23-APTES-Glu) fue 1.26. La zeolita se aisl6 mediante sucesivas

redispersiones en agua y posteriores centrifugaciones, y, finalmente, se seco a vacio.

El espectro de FTIR se muestra en la Figura 67, observandose una nueva sefial a
1528 cm?, caracteristica de los grupos amida, -C(=O)NH-, que junto a la desaparicion de
la banda a 1710 cm™ tipica del grupo aldehido, —C(=O)H, sugiere que la interaccion de
la neutravidina con el glutaraldehido ha sido satisfactoria. También se observan las

bandas a 2960, y 1450 cm™, tipicas de los grupos CH, del APTES y del glutaraldehido.
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Figura 67. Espectro de FTIR de la nanozeolita CuBeta_23-APTES-GIu-NAV.
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4.6. Ensayo de afinidad de la nanozeolita CuBeta 23-APTES-

Glu-NAV

Tras varias pruebas, se encontré que la zeolita CuBeta 23-APTES-Glu-NAV
daba dispersiones estables en una suspension de agarosa al 0.05% (no se observaba
ningun precipitado transcurridos varios minutos después de ser preparada). Los ensayos

de afinidad se llevaron a cabo utilizando esta dispersion.

A continuacién, en la Figura 68, se describe graficamente el procedimiento
seguido para realizar los ensayos de afinidad (Una version esquematica y simplificada de

los mismos fue mostrada con anterioridad en la Figura 8).
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Ensayo en Ensayo con
Blanco Biotina
BSA

l NZ (M™) - NAV l NZ (M™) - NAV

BSA— ' BSA + B — ‘
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Figura 68. Esquema general de las etapas previas al ensayo de afinidad.

Los ensayos se llevaron a cabo en paralelo en sendos electrodos; un ensayo usando
un electrodo recubierto con albumina (BSA), al que se denomina “ensayo en blanco”, y
otro ensayo, usando un electrodo en el que primero se ancld la biotina y después se
recubrié con albumina, al que se denomina “ensayo con biotina”. En principio, los

electrodos se recubren de albumina para que al afadir sobre ellos la muestra de
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CuBeta_23-APTES-GIlu-NAV, y a continuacion, lavarlos con la disolucién tampoén de
fosfatos (PBS, a pH 7.4), la superficie recubierta no retenga la neutravidina unida a la
zeolita. En la practica, puede retenerse parte de la neutravidina sobre el electrodo, y por
eso hay que hacer las medidas en paralelo, para poder asegurar que parte de la sefial que
da el electrodo con la biotina realmente viene de la neutravidina unida a la zeolita, y que

parte de la sefial viene de la neutravidina retenida sobre el electrodo.

Los ensayos de afinidad que aparecen en la presente tesis doctoral fueron
realizados en el grupo de investigacion del profesor Agustin Costa Garcia por Alba
Iglesias Mayor. En cada ensayo de afinidad se midieron dos muestras de CuBeta_23-
APTES-GIu-NAYV en cada electrodo (las medidas se repitieron dos veces por cada

muestra).

Las medidas registradas en los ensayos de afinidad se resumen en la Tabla 28.

Tabla 28. Resumen de las medidas de afinidad de la nanozeolita CuBeta_23-APTES-Glu-NAV.

Ensayos de Ensayo en Blanco | Ensayo con Biotina
Afinidad E (V) I (UA) E (V) 1 (LA)
Primera Serie -0.173 9.420 -0.188 24.255
Segunda Serie -0.217 9.870 -0.192 12.761

Los datos registrados en la tabla anterior se han calculado promediando las dos
réplicas realizadas para cada muestra. En la tabla aparece en primer lugar el voltaje al que
tiene lugar la reduccion de Cu (Il) de la zeolita, y, en segundo lugar, la intensidad de

corriente de la medida, proporcional a la concentracion de cobre detectado.

Como se puede observar, la intensidad de las medidas en el “ensayo con biotina”
es mayor en los dos casos que la intensidad de las medidas en el “ensayo en blanco”, 10

que quiere decir que el sistema NZ (M"™) — NAV se ha unido especificamente a la biotina
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y por tanto el ensayo de afinidad ha resultado positivo. No obstante, dichas medidas
presentan un cierto nivel de irreproducibilidad, hecho que puede ser atribuible a la alta

aglomeracion de los nanocristales de la zeolita Beta.

Estos resultados preliminares son muy alentadores, ya que se puede observar una
clara afinidad del sistema desarrollado basado en nanozeolitas con la biotina. El siguiente

gran objetivo sera lograr medidas con una mayor reproducibilidad.
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A la vista de los problemas de agregaciéon y subsiguiente dispersion de las
muestras en agua que hemos detectado en la presente investigacion, el grupo del Dr.
Manuel Moliner Marin en el ITQ (Valencia) se encuentra disefiando unas nuevas
nanozeolitas de cobre, similares a las CuBeta, en cuanto a que el metal se incorpora a la
zeolita durante el proceso de sintesis, pero de menor tamafio y a las que se han

incorporado grupos amino Yy grupos tetralquilamonio en su superficie (Ver Figura 69).

NH,

R3N
@

Figura 69. Esquema general de las nuevas nanozeolitas en fase de preparacion.

La idea general es que los grupos amino serviran para anclar glutaraldehidos que
puedan unirse a proteinas (neutravidina o anticuerpos), mientras que la carga de los
grupos alquilamonio (junto con el menor tamafio de las zeolitas), evitaran la agregacion
y mejoraran la dispersion de las zeolitas en medios altamente polares, como el requerido

en este caso (medio acuoso). El contenido de cada uno de los grupos anclados definira la
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capacidad de los nanocristales de zeolita para ser dispersados en medios polares y para

facilitar el anclaje de las proteinas.

126









0

Procedimiento
Experimental







6.1. Zeolitas y Reactivos

6.1.1. Reactivos

» Sigma-Aldrich

Nitrato de cadmio (1) tetrahidratado, Cd(NO3)2.4H.0
Acetato de cadmio (1) dihidratado, Cd(CH3C0O0)2.2H,0, 99 %
n-octilamina, CgHi9N

Neutravidina

1,8-octanodiamina, CsHz20N2

Tris(2-aminoetil)amina, CeHzstren

Poli(hidrocloruro de alilamina) (PM = 17500), CsHgsCIN
(3-aminopropil)trietoxisilano (APTES), CoH23NOsSi
Silica coloidal (Ludox AS-40), 40 %

Hidroxido de aluminio, Al(OH)s3

Tetraetilenpentamina (TEPA), 99 %

Hidroxido de tetraetilamonio (TEAOH), 35 %

> Merck

Glutaraldehido, CsHsO-

» Alfa Aesar

Sulfato de cobre (I1), CuSO4

> Scharlau

Hidroxido de sodio, NaOH, 99 %

Hidroxido de potasio, KOH, 99 %

131

Capitulo 6



Capitulo 6

6.1.2. Sintesis de las nanozeolitas

6.1.2.1. Zeolita nanocristalina H-Beta

» Sintesis del ADEO (N-butil-N,N-dimetilciclohexilamonio, BDMCS6)

Se disuelven 8.2 g (0.06 moles) de N,N-dimetilciclohexilamina en 100 ml de
acetonitrilo. Se adicionan cinco equivalentes de 1-bromobutano (44.0 g, 0.32 moles) y se
deja reaccionar durante 48 horas bajo agitacion vigorosa, a temperatura de reflujo (para
el acetonitrilo aprox. 90 °C). Una vez finalizada la reaccion, se evapora el disolvente,
obteniéndose un residuo blanco cristalino. Se disuelve el sélido en una pequefia alicuota
de cloroformo y se adiciona una mezcla de acetato de etilo-dietil éter para cristalizar el
producto. ElI compuesto se separa por filtracion, y por ultimo, se seca mediante vacio y

calor.

Para preparar la forma hidroxido de la sal orgénica anterior, se disuelven 15 g de
la sal organica en 75 g de agua. A continuacion, se afiaden 40 g de una resina de
intercambio anidnico (Dower SBR), y la mezcla resultante se mantiene en agitacion
durante 24 horas. Finalmente, la disolucién se filtra y se obtiene el hidroxido de N-butil-

N,N-dimetilciclohexilamonio (BDMC6).

» Sintesis de la zeolita H-Beta

Se mezclan 36.7 g de una disolucion acuosa al 8.0 % en peso del hidroxido de
BDMC6 (butildimetilciclhexilamonio) con 0.2 g de AI(OH)s. La mezcla se mantiene en
agitacion durante 20 minutos. Posteriormente, se adicionan 5.4 g de una disolucion
acuosa de silice coloidal al 40 % en peso (Ludox HS-40), y se mantiene la mezcla en
agitacion hasta lograr la concentracion deseada. La composicion final del gel es SiO2 /

0.0333 Al,03 /0.4 BDMC6 / 10 H»0. Este gel se transfiere a un autoclave de acero con

132



Capitulo 6

camisa de teflon y se calienta a 150 °C durante 14 dias en condiciones estaticas.
Transcurrido este tiempo, el producto obtenido se recupera mediante filtracion, se lava
con abundante agua, y se seca a 100 °C. EIl solido obtenido se calcina en aire a 550 °C

durante 5 horas. El rendimiento de solido obtenido es superior al 95 %.

Mediante difraccion de rayos X se confirma que el sélido obtenido presenta los
picos caracteristicos de la zeolita Beta. La composicion quimica de la muestra final

presenta una relacion Si/Al de ~ 11.0. El tamafio de cristal promedio es de ~ 10 - 15 nm.

6.1.2.2. Zeolita nanocristalina CP814E

El material CP814E es un producto comercial de la empresa Zeolyst. Dicho
material presenta la estructura cristalina de la zeolita Beta con un tamafio de cristal
promedio de unos 25 - 35 nm, el cual es ligeramente superior a la zeolita H-Beta

sintetizada en esta tesis doctoral (Ver apartado 6.1.2.1.).

6.1.2.3. Sintesis directa de las nanozeolitas tipo Beta con Cu

En primer lugar, es necesario preparar el complejo Cu-TEPA (Cu-
tetraetilenpentamina). Para ello, se mezcla la cantidad necesaria de una disolucion acuosa
de CuSO4 al 20% en peso con la cantidad necesaria de TEPA. La mezcla resultante
permanece en agitacion durante dos horas. Posteriormente, a la disolucion anterior se le
afiade las cantidades necesarias de una disolucién acuosa al 20% en peso de NaOH y de
una disolucion acuosa del ADEO (bien TEA o0 BDMCG6). A continuacion se afiaden las
cantidades requeridas de las fuentes de Al y Si (AI(OH):; y LUDOX AS-40,
respectivamente). La mezcla se agita durante 30 minutos para lograr una completa
homogeneizacion. Las cantidades adicionadas de cada componente del gel para cada una
de las sintesis se encuentran detalladas en la Tabla 14 y en la Tabla 19, mientras que las

composiciones finales de cada gel se encuentran detalladas cada una de ellas en la Tabla
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13 yen la Tabla 18. Como se puede observar, en todas ellas, las relaciones molares entre

los reactivos se encuentran incluidos en la secuencia indicada a continuacion:

» Si02/0.033 - 0.083 Al.03 / 0.015 - 0.025 Cu-TEPA / 0.25 - 0.65 ADEO /0 - 0.15

NaOH / 15 - 20 H.0

Los geles se transfieren a un multiautoclave, con fundas de teflon, y se someten a
un tratamiento hidrotermal a 140 — 150 °C durante 10 dias en condiciones estaticas.
Transcurrido ese tiempo, los productos finales se recuperan por filtracion, se lavan con
agua desionizada y se secan a 100 °C. Finalmente, los materiales se calcinan a 550 °C

durante 4 h en aire.
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6.2. Técnicas empleadas en la caracterizacion de

compuestos

6.2.1. Voltamperometria

La voltamperometria de barrido lineal (VBL) ha sido la técnica empleada para la
deteccion de Cd?* libre en las disoluciones sobrenadantes correspondientes a cada

reaccion.

El procedimiento seguido para la determinacion del Cd?* presente en las

disoluciones sobrenadantes fue el siguiente:

1. Sediluyen 20 pl de la disolucion sobrenadante en 80 pl de HCI 0.1 M.
2. A continuacion, se afiaden 40 pl de la disolucion anterior sobre la superficie que
abarcan los tres electrodos (EA + ET + ER) (Ver Figura 5).

3. Finalmente, se determina el Cd?* presente en la disolucion sobrenadante.

6.2.2. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros de FTIR han sido obtenidos en un espectrofotometro “Perkin-Elmer
Paragon 1000 FTIR” en el rango de longitudes de onda comprendido entre 4000 y 400

cm™,

Las muestras se mezclan con KBr en un mortero hasta obtener un polvo fino.

6.2.3. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de RMN de C-13 han sido llevados a cabo en un espectrémetro
AV300 perteneciente a los Servicios Cientifico-Técnicos (SCTs) de la Universidad de

Oviedo.
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Los espectros de RMN de Si-29 han sido llevados a cabo en el Instituto de
Tecnologia Quimica de Valencia. Estos espectros se han obtenido utilizando la rotacién
de angulo magico ("magic angle spinning"”, MAS) a temperatura ambiente y 79.5 MHz.
Las medidas se han realizado utilizando técnicas convencionales de Bloch-decay (BD)

sin polarizacion cruzada y polarizacién cruzada (CP) con protones.

6.2.4. Difraccion de Rayos X (DRX)

Los difractogramas de rayos X mostrados en este trabajo han sido realizados con
un difractdbmetro de rayos X “Bruker D8 Discover” disponible en los Servicios

Cientifico-Técnicos (SCTs) de la Universidad de Oviedo.

6.2.5. Microscopia Electronica de Transmision de Alta Resolucion (HR-

TEM

Las micrografias, los microanalisis (EDX) y los resultados de difraccion de
electrones presentes en esta tesis doctoral han sido registrados en un microscopio
electrénico de transmision de alta resolucion “MET JEOL-JEM 2100F ” perteneciente a

los Servicios Cientifico-Técnicos (SCTs) de la Universidad de Oviedo.

6.2.6. Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente

(ICP-MS)

Los materiales empleados en la presente tesis doctoral se han analizado

empleando un equipo Varian 715-ES, con el fin de determinar el contenido de Si, Al, Na,
Cd o Cu, dependiendo de la muestra. Previamente al proceso de medida, se disgregan 30
mg de la muestra en una mezcla de acidos (HNO3 : HF : HCI en proporcion volumétrica
1 : 1: 3). En todos los casos, se determina una curva de calibrado mediante patrones

comerciales.
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6.2.7. Microscopia Electronica de Barrido de Emisiéon de Campo (FE-

SEM

Las imégenes de microscopia electronica FE-SEM se han obtenido en un
microscopio Ultra 55 (Zeiss), operando a un voltaje de 2.0 kV, y empleando muestras en
polvo dispersas sin ningun tipo de recubrimiento sobre una cinta adhesiva de doble cara

adherida al portamuestras.

6.2.8. Analisis textural: adsorcion de N»

La adsorcion fisica de gases en sélidos permite la determinacion de la superficie

especifica y el volumen de poro.

En la presente tesis doctoral se recurre a la adsorcién cuantitativa de N> a 77 K
(temperatura del N2 liquido), obteniéndose la isoterma de adsorcion. Dicha isoterma se
determina en un equipo Micromeritics ASAP-2000. Previamente, las muestras se calcinan

y se tratan a vacio durante 24 h a 400 °C.

La determinacion de la superficie especifica se realiza empleando el modelo
Brunauer-Emmett-Teller (BET), mientras que el area y el volumen de microporo se

obtienen utilizando el “método de la curva t” (t-plot).
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6.3. Nanozeolitas funcionalizadas con aminas organicas

Para todas las reacciones descritas durante este capitulo se han obtenido

rendimientos practicamente cuantitativos.

6.3.1. Derivados de la nanozeolita H-Beta

6.3.1.1. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd

Se dispersan 830 mg de la nanozeolita H-Beta en 353 ml de una disolucién acuosa
de acetato de cadmio dihidratado 10 mM (0.26 mmol de Cd(CH3CO0)..2H0) agitando
la suspensién producida, a 20 °C durante 20 horas. Siguiendo el método descrito en el
apartado 2.1., se aisla el solido blanco resultante. EI pH de la disolucion sobrenadante

final es 5.7.

FTIR KBr (cm™): 3480: m, a, v (O-H); 1631: d, § (H-O-H); 1224: mf, int, vas (TO4);
1082: mf, ext, vas (TO4); 793: d, ext, vs (TOa4); 567: m, ext, d-a; 518: m, ext, d-a; 459: f,

int, 8 (O-T-0O) (Ver Figura 10).

DRX (Pos. [20]/d/Int.): 7.81° 11.32 A (40 %); 17.78° 4.99 A (7 %); 22.42° 3.97 A (100
%); 25.34° 3.51 A (35 %); 27.04° 3.30 A (20 %); 29.56° 3.02 A (14 %); 33.59° 2.67 A (23

%); 43.68° 2.07 A (29 %) (Ver Apéndice 2).

6.3.1.2. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-OA

Se suspenden 150 mg de la H-Beta-Cd en 9 ml de una disolucién de n-octilamina
(2 ml n-octilamina, 49 ml H.O miliQ y 49 ml etanol) de concentracion 119.81 mM (1.08
mmol de n-octilamina) y la suspension preparada se somete a agitacion a 20 °C durante
20 horas. El sélido resultante es blanco y se aisla siguiendo el procedimiento explicado
en la seccion 2.1. usando como liquido de lavado una mezcla EtOH/H,O miliQ con

relacion 1:1 en volumen.
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FTIR KBr (cm™): 3451: m, a, v (O-H); 2931: m, vas (CH2); 2852: d, vs (CH2); 1626: d, &
(H-O-H); 1519: d, 6 (NH3); 1465: d, das (CH2); 1219: mf, int, vas (TO4); 1067: mf, a, ext,
vas (TO4); 793: d, ext, vs (TO4); 567: f, ext, d-a; 518: f, ext, d-a; 459: mf, int, 6 (O-T-0)

(Ver Figura 11).

DRX (Pos. [20] / d / Int.): 7.78° 11.38 A (27 %); 21.39° 4.15 A (10 %); 22.37° 3.98 A

(100 %); 26.99° 3.30 A (22 %); 29.16° 3.06 A (16 %) (Ver Apéndice 3).

RMN de C-13: Sefial a 58.8 ppm; sefial ancha con un maximo claramente definido a 41.6
ppm; sefial ancha con maximos claramente definidos a 32.1 ppm, 29.3 ppm, 28.1 ppm y
22.8 ppm; sefial ancha con maximos claramente definidos a 16.7 ppm, 14.4 ppm y 13.0

ppm (Ver Figura 12).

6.3.1.3. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-ODA

En 15 ml de una disolucion acuosa de 1,8-octanodiamina de concentracion 423.55
mM (6.35 mmol de 1,8-octanodiamina) se dispersan 150 mg del s6lido H-Beta-Cd y se
somete a agitacion la suspension producida, a 20 °C durante 20 horas. Siguiendo el

proceso explicado en el apartado 2.1., se aisla el producto blanco resultante.

FTIR KBr (cm™): 3431: m, a, v (O-H); 2931: m, vas (CH2); 2852: d, vs (CH2); 1631: d, &
(H-O-H); 1528: md, 6 (NH2); 1465: md, &as (CH2); 1219: mf, int, vas (TO4); 1072: mf, a,
ext, vas (TO4); 793: d, ext, vs (TO4); 562: f, ext, d-a; 518: f, ext, d-a; 459: mf, int, & (O-T-

O) (Ver Figura 14).

DRX (Pos. [20]/d / Int.): 7.85° 11.27 A (43 %); 22.57° 3.94 A (100 %); 25.32° 3.52 A
(19 %); 27.10° 3.29 A (12 %); 29.31° 3.05 A (15 %); 33.48° 2.68 A (14 %); 43.93° 2.06

A (11 %); 55.83° 1.65 A (3 %) (Ver Apéndice 4).
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RMN de C-13: Sefial ancha con méaximos claramente definidos a 43.7 ppm y 41.5 ppm;

sefial ancha con maximos claramente definidos a 33.1 ppm, y 27.2 ppm (Ver Figura 15).

6.3.1.4. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-TREN

Se prepara una suspension de 130 mg de la H-Beta-Cd en 7.8 ml de una disolucion
acuosa de tris(2-aminoetil)amina de concentracion 119.95 mM (0.94 mmol de tris(2-
aminoetil)amina) y se agita a 20 °C durante 20 horas. Siguiendo el proceso descrito en el

apartado 2.1., se aisla el sélido blanco resultante.

FTIR KBr (cm™): 3451: f, a, v (O-H); 2960: m, vas (CHy); 2872: h, vs (CH2); 1631: m,
(H-O-H); 1538: d, 6 (NH2); 1469: d, das (CH2); 1214: mf, int, vas (TO4); 1067: mf, a, ext,
vas (TOa4); 793: m, ext, vs (TO4); 557: f, ext, d-a; 518: f, ext, d-a; 459: mf, int, 5 (O-T-O)

(Ver Figura 17).

DRX (Pos. [20] / d / Int.): 5.11° 17.31 A (11 %); 7.92° 11.17 A (28 %); 22.40° 3.97 A
(100 %); 25.33° 3.52 A (34 %); 27.09° 3.29 A (25 %): 29.66° 3.01 A (14 %); 33.59° 2.67

A (15 %) (Ver Apéndice 5).
RMN de C-13: Sefal a 53.6 ppm; sefial a 38.2 ppm (Ver Figura 18).

6.3.1.5. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-PAH

En 6 ml de agua miliQ y 6 ml de una disoluciéon de PAH en PBS con una
concentracion de 5 mg/ml (2.10° mmol de PAH) a pH = 6.25, se dispersan 60 mg de la
H-Beta-Cd y la suspension preparada se somete a ultrasonidos durante 30 minutos. El
producto resultante es blanco y se aisla siguiendo el procedimiento explicado en el

apartado 2.1.
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FTIR KBr (cm™): 3460: f, a, v (O-H); 2950: h, vas (CH2); 1636: m, & (H-O-H); 1529: d,
0 (NH2); 1460: h, das (CH2); 1224: mf, int, vas (TO4); 1072: mf, a, ext, vas (TOa); 793: d,

ext, vs (TOa4); 567: f, ext, d-a; 523: f, ext, d-a; 459: mf, int, 6 (O-T-O) (Ver Figura 22).

DRX (Pos. [20] / d / Int.): 7.74° 11.42 A (42 %); 13.33° 6.64 A (21 %); 22.67° 3.92 A
(100 %); 25.31° 3.52 A (14 %); 27.12° 3.29 A (31 %); 31.73° 2.82 A (7 %); 33.27° 2.69

A (6 %); 36.66° 2.45 A (3 %) (Ver Apéndice 6).

6.3.1.6. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-NAV

Se prepara una suspension de 5 mg de la H-Beta-Cd en 150 ul de una disolucién
acuosa de neutravidina (50 pl neutravidina y 450 pl agua miliQ) con una concentracién
de 1 mg/ml (2.5x10°® mmol de neutravidina) y se agita en un vortex a temperatura
ambiente durante 24 horas, siendo la relacién estimada (n° moléculas de NAV) / (n°
particulas de la zeolita H-Beta-Cd) de 1.26. El sélido blanco resultante se aisla siguiendo

el método descrito en el capitulo 2.1.

FTIR KBr (cm™): 3470: f, a, v (O-H); 1636: m, & (H-O-H); 1538: d, § (N-H) v (C-N);
1224: mf, int, vas (TO4); 1072: mf, a, ext, vas (TO4); 793: d, ext, vs (TO4); 567: f, ext, d-a;

518: f, ext, d-a; 454: mf, int, 6 (O-T-O) (Ver Figura 26).

6.3.1.7. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-ODA-Glu

Se suspenden 30 mg del producto H-Beta-Cd-ODA en 3 ml de una disolucion
acuosa de glutaraldehido de concentracion 423.49 mM (1.27 mmol de glutaraldehido) y
la suspension preparada se somete a ultrasonidos durante 5 minutos. La relacion estimada
(n° moléculas de Glu) / (n° particulas de la zeolita H-Beta-Cd-ODA) fue 10°. El sélido
resultante ha pasado a tener un color rojo y se aisla siguiendo el procedimiento descrito

en la seccion 2.1.
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FTIR KBr (cm™): 3441: m, a, v (O-H); 2931: m, vas (CH2); 2862: d, vs (CH2); 1720: md,
v (C=0); 1636: d, 6 (H-O-H); 1460: d, das (CH2); 1224: mf, int, vas (TO4); 1072: mf, a,
ext, vas (TO4); 793: d, ext, vs (TOs); 567: f, ext, d-a; 518: f, ext, d-a; 459: mf, int, 6 (O-T-

O) (Ver Figura 27).

6.3.1.8. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-ODA-Glu-NAV

Se dispersan 5 mg de la H-Beta-Cd-ODA-Glu en 150 pl de una disolucién acuosa
de neutravidina (50 ul neutravidina y 450 pl agua miliQ) con una concentracion de 1
mg/ml (2.5x10° mmol de neutravidina) y la suspension producida se somete a agitacion
en un vortex a temperatura ambiente durante 24 horas, siendo la relacion estimada (n°
moléculas de NAV) / (n° particulas de la zeolita H-Beta-Cd-ODA-Glu) de 1.26. El solido
resultante mantiene su color rojo y se aisla siguiendo el método detallado en el capitulo

2.1.

FTIR KBr (cm™): 3431: m, a, v (O-H); 2931: m, vas (CH2); 2862: d, vs (CH2); 1641: d, &
(H-O-H); 1529: md, & (N-H) v (C-N); 1465: md, 8as (CH2); 1219: mf, int, vas (TO4); 1077:
mf, a, ext, vas (TO4); 793: md, ext, vs (TO4); 567: m, ext, d-a; 518: m, ext, d-a; 459: f, int,

8 (O-T-0O) (Ver Figura 29).

6.3.1.9. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-PAH-Glu

Se dispersan 30 mg de la H-Beta-Cd-PAH en 3 ml de una disolucién acuosa de
glutaraldehido de concentracion 423.49 mM (1.27 mmol de glutaraldehido) y la
suspension elaborada se somete a ultrasonidos durante 5 minutos. La relacion estimada
(n° moléculas de Glu) / (n° particulas de la zeolita H-Beta-Cd-PAH) fue 10°. El solido

resultante tiene un tono rojo y se aisla siguiendo el método mencionado en la seccion 2.1.
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FTIR KBr (cm™): 3451: m, a, v (O-H); 2950: md, vas (CHz); 1720: md, v (C=0); 1636:
d, 8 (H-O-H); 1455: h, 8as (CH2); 1224: mf, int, vas (TO4); 1082: mf, a, ext, vas (TO4); 793:
md, ext, vs (TOs); 567: m, ext, d-a; 518: m, ext, d-a; 459: f, int, 6 (O-T-O); (Ver Figura

30).

6.3.1.10. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Cd-PAH-Glu-NAV

Se suspenden 5 mg del producto H-Beta-Cd-PAH-Glu en 150 ul de una disolucién
acuosa de neutravidina (50 pul neutravidina y 450 pl agua miliQ) con una concentracién
de 1 mg/ml (2.5x10° mmol de neutravidina) y la suspension producida se somete a
agitacion en un vortex a temperatura ambiente durante 24 horas, siendo la relacién
estimada (n° moléculas de NAV) / (n° particulas de la zeolita H-Beta-Cd-PAH-GIu) de
1.26. El sélido resultante continta siendo rojo y se aisla siguiendo el proceso explicado

en el capitulo 2.1.

FTIR KBr (cm™): 3451: f, a, v (O-H); 2950: d, vas (CH2); 1636: m, & (H-O-H); 1538: d,
8 (N-H) v (C-N); 1455: d, 8as (CH2); 1224: mf, int, vas (TO4); 1077: mf, a, ext, vas (TO4);
793: d, ext, vs(TO4); 567: f, ext, d-a; 518: f, ext, d-a; 459: mf, int, & (O-T-O) (Ver Figura

32).
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6.4. Nanozeolitas funcionalizadas con APTES

Para todas las reacciones descritas durante este capitulo se han obtenido

rendimientos practicamente cuantitativos.

6.4.1. Derivados de la nanozeolita comercial CP814E

6.4.1.1. Preparacion de la nanozeolita CP814E-Cd

Se suspendieron 4 g de la zeolita comercial CP814E en 9.78 g de una disolucion
acuosa de Cd(CH3COO); al 10 % en peso, de concentracion 375.21 mM, afiadiéndose a
continuaciéon 400 g de agua miliQ, y la suspension obtenida se agitd a temperatura
ambiente durante una noche. El sélido resultante se lavo varias veces con agua destilada

y acetona, y se dejo bajo una fuente de calor para eliminar la humedad restante.

Finalmente, para terminar de eliminar impurezas se calcind el sélido blanco,
sometiéndolo a una rampa de calentamiento de 5 °C/min hasta llegar a una temperatura
de 150 °C, permaneciendo a esta temperatura durante 1 hora, seguido de otra rampa de
calentamiento de 1.5 °C/min hasta alcanzar los 500 °C y manteniendo fija esta

temperatura durante 2 horas mas para completar el proceso de calcinacion.

6.4.1.2. Preparacion de la nanozeolita CP814E-Na

Se filtraron 5 g de la CP814E, lavando con 400 g de una disolucion acuosa de
NaCl 1M vy el producto se aislé siguiendo el procedimiento detallado en el apartado

6.4.1.1.

6.4.1.3. Preparacion de la nanozeolita CP814E-Na-Cd

Se dispersaron 4 g de la muestra CP814E-Na en 9.78 g de una disolucidn acuosa
de Cd(CH3COO). al 10 % en peso, de concentracion 375.21 mM. Sobre la suspension

preparada se afiadio agua miliQ hasta pesar 400 g, y, a continuacion, la suspension
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resultante se sometio a agitacion constante a temperatura ambiente durante una noche. La

zeolita se aisl6 siguiendo el método descrito en el apartado 6.4.1.1.

6.4.1.4. Preparacion de la nanozeolita CP814E-Na-Cd2

Se prepar0 una suspension de 3.5 g de la muestra CP814E-Na en 8.55 g de una
disolucion acuosa de Cd(CH3COO); al 10 % en peso, de concentracion 375.21 mM. La
suspension anterior se diluyé en 350 g de agua miliQ, y, a continuacién, se agité la
suspension resultante a temperatura ambiente durante una noche. El producto se aislo

siguiendo el proceso empleado en el apartado 6.4.1.1.

6.4.1.5. Preparacion de la nanozeolita CP814E-Na-Cd2-APTES

En primer lugar, se deshidrataron 2 g de la CP814E-Na-Cd a 200 °C durante 2
horas haciendo vacio. A continuacion, se afiadieron 0.498 g de APTES y 20 ml de tolueno
anhidro sobre el solido deshidratado y se agitd la suspension resultante a 85 °C en
atmosfera de argon durante una noche. Finalmente, el producto se aislo siguiendo el

procedimiento explicado en el apartado 6.4.1.1., lavando con tolueno y cloroformo.

FTIR KBr (cm™): 3441: f, a, v (O-H); 2980: d, vas (CH2); 2931: d, vas (CH2); 1631: d, &
(H-O-H); 1515: md, 6 (NH3); 1450: md, das (CH2); 1224: mf, int, vas (TOa4); 1082: mf, a,
ext, vas (TO4); 793: m, ext, vs (TO4); 616: m, ext, d-a; 567: f, ext, d-a; 523: f, ext, d-a; 459:

mf, int, 6 (O-T-O) (Véase Figura 33).

6.4.1.6. Preparacion de la nanozeolita CP814E-Na-Cd2-APTES-Glu

Se suspendieron 200 mg de la CP814E-Na-Cd-APTES en 20 ml de una disolucion
acuosa de glutaraldehido de concentracion 423.49 mM (8.47 mmol de glutaraldehido) y
la suspension preparada se sometié a ultrasonidos durante 5 minutos. La relacion

estimada de (n° moléculas de Glu) / (n° particulas de la zeolita CP814E-Na-Cd2-APTES)
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resulto ser 2.35x10°. El color del sélido cambi6 a rojo y se aislé siguiendo el método

utilizado en el apartado 6.4.1.1.

FTIR KBr (cm™): 3441: f, a, v (O-H); 2940: m, vas (CH3); 1710: d, v (C=0); 1631: m, §
(H-O-H); 1455: h, 8as (CHy); 1224: mf, a, int, vas (TO4); 1077: mf, a, ext, vas (TO4); 793:
m, ext, vs (TO4); 616: m, ext, d-a; 572: f, ext, d-a; 518: f, ext, d-a; 459: mf, int, & (O-T-

0); (Ver Figura 36).

6.4.1.7. Preparacion de la nanozeolita CP814E-Na-Cd2-APTES-Glu-NAV

En 150 pl de una disolucion acuosa de neutravidina (50 pl neutravidina y 450 pl
agua miliQ) con una concentracion de 1 mg/ml (2.5x10°° mmol de neutravidina) se
dispersaron 5 mg del s6lido CP814E-Na-Cd-APTES-Glu agitando en un vortex a
Temperatura ambiente durante 6 horas, siendo la relacion estimada (n° moléculas de
NAV) / (n° particulas de la zeolita CP814E-Na-Cd-APTES-Glu) de 2.7. El color rojo del

solido no vari6 y se aisld siguiendo el proceso detallado utilizado en el capitulo 2.1.

FTIR KBr (cm™): 3431: f, a, v (O-H); 2950: m, vas (CH2); 2931: h, vas (CH2); 2872: h, vs
(CHy); 1651: d, & (H-O-H); 1528: md, & (N-H) v (C-N); 1455: md, das (CH2); 1224: mf,
int, vas (TO4); 1082: mf, a, int ext, vas (TO4); 793: md, ext, vs (TO4); 616: md, ext, d-a;

572: m, ext, d-a; 523: m, ext, d-a; 459: f, int, 6 (O-T-0O) (Ver Figura 37).

6.4.2. Derivados de la nanozeolita H-Beta

6.4.2.1. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Na

Se filtr6 1 g de la H-Beta, lavando con 400 g de una disolucién acuosa de NaCl
1M vy el producto final se aislo siguiendo el procedimiento empleado en el apartado

6.4.1.1.
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6.4.2.2. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Na-Cd

Se suspendieron 976 mg de la muestra H-Beta-Na en 1.51 g de una disolucion
acuosa de Cd(CH3COO) al 10 % en peso, de concentracion 375.21 mM, afiadiéndose a
continuacion 98 g de agua miliQ, y la suspensién obtenida se sometié a agitacion
constante a temperatura ambiente durante una noche. El producto final se aislo siguiendo

el método explicado en el apartado 6.4.1.1.

6.4.2.3. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Na-Cd?2

Se dispersaron 879 mg de la muestra H-Beta-Na-Cd en 1.37 g de una disolucion
acuosa de Cd(CHs3COOQO). al 10 % en peso, de concentracion 375.21 mM. Sobre la
suspension preparada se afiadieron dos 88 g de agua miliQ, y a continuacion, se agité la
suspension resultante a temperatura ambiente durante una noche. Siguiendo el proceso

utilizado en el apartado 6.4.1.1. se aislo el solido resultante.

6.4.2.4. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Na-Cd2-APTES

En primer lugar, se deshidrataron 792.1 mg de la H-Beta-Na-Cd2 a 200 °C durante
2 horas haciendo vacio. A continuacion, se afladieron 0.360 g de APTES y 8 ml de tolueno
anhidro sobre el sélido deshidratado y la suspension resultante se sometié a agitacion a
85 °C en atmosfera de argdn durante una noche. Finalmente, el producto se aislo
siguiendo el procedimiento detallado en el apartado 6.4.1.1., lavando con tolueno y

cloroformo.

6.4.2.5. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Na-Cd2-APTES-Glu

Se suspendieron 200 mg de la H-Beta-Na-Cd2-APTES en 20 ml de una disolucién
acuosa de glutaraldehido de concentracion 423.49 mM (8.47 mmol de glutaraldehido) y
la suspension preparada se sometid a ultrasonidos durante 5 minutos. La relacion

estimada de (n° moléculas de Glu) / (n° particulas de la zeolita H-Beta-Na-Cd2-APTES)
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resulto ser 2.5x10°. El color del sélido resultante cambi6 a rojo y se aislo siguiendo el

método descrito en el apartado 6.4.1.1.

FTIR KBr (cm™): 3441: f, a, v (O-H); 2950: m, vas (CH2); 1720: d, v (C=0); 1636: d, &
(H-O-H); 1455: d, 8as (CH2); 1224: mf, int, vas (TO4); 1082: mf, a, ext, vas (TO4); 797: d,

ext, vs (TOa4); 567: m, ext, d-a; 518: m, ext, d-a; 459: f, int, 6 (O-T-O) (Ver Figura 40).

6.4.2.6. Preparacion de la nanozeolita H-Beta-Na-Cd2-APTES-Glu-NAV

En 150 pl de una disolucion acuosa de neutravidina (50 pl neutravidina y 450 pl
agua miliQ) con una concentracion de 1 mg/ml (2.5x10°° mmol de neutravidina) se
dispersaron 5 mg del sélido H-Beta-Na-Cd2-APTES-Glu agitando en un vortex a
temperatura ambiente durante 6 horas, siendo la relacion estimada (n° moléculas de
NAV) / (n° particulas de la zeolita H-Beta-Na-Cd2-APTES-Glu) de 2.4. Siguiendo el

método explicado en el capitulo 2.1., se aisl6 el sélido rojo resultante.

FTIR KBr (cm™): 3431: f, a, v (O-H); 2950: m, vas (CH2); 1646: m, § (H-O-H); 1538: d,
8 (N-H) v (C-N); 1455: d, 8as (CH2); 1219: mf, int, vas (TO4); 1082: mf, a, ext, vas (TO4);
793: md, ext, vs (TO4); 567: m, ext, d-a; 518: m, ext, d-a; 459: f, int, 6 (O-T-0); (Ver

Figura 41).
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6.5. Nanozeolitas con cobre en su estructura preparadas

por sintesis directa

Para todas las reacciones descritas durante este capitulo se han obtenido

rendimientos practicamente cuantitativos.

6.5.1. Derivados de las nanozeolitas CuBeta

6.5.1.1. Preparacion de la nanozeolita CuBeta_23

La sintesis del material CuBeta 23 ha sido llevada a cabo por el grupo de

investigacion del Dr. M. Moliner Marin (ITQ-UPV).

FTIR KBr (cm™): 3451: f, a, v (O-H); 1631: m, & (H-O-H); 1229: mf, int, vas (TOu);
1082: mf, a, ext, vas (TOa); 788: d, ext, vs (TO4); 621: m, ext, d-a; 572: f, ext, d-a; 523: f,

ext, d-a; 459: mf, int, 6 (O-T-0); 429 mf, int, 6 (O-T-O) (Ver Figura 60).

6.5.1.2. Preparacion de la nanozeolita CuBeta_23-PAH

Se dispersan 40 mg de la CuBeta 23 en 4 ml de agua miliQ y 4 ml de una
disolucion de PAH en PBS con una concentracion de 5 mg/ml (1.10°° mmol de PAH) a
pH =~ 6.19 y la suspension resultante se somete a ultrasonidos durante 30 minutos. Se aisla

el producto resultante siguiendo el proceso descrito en el apartado 2.1.

FTIR KBr (cm): 3470: f, a, v (O-H); 1636: d, & (H-O-H); 1509: h, & (NH,); 1224: mf,
int, vas (TO4); 1082: mf, a, ext, vas (TO4); 793: md, ext, vs (TOa); 621: h, ext, d-a; 562: m,

ext, d-a; 523: m, ext, d-a; 449: mf, int, 6 (O-T-O) (Ver Figura 61).

6.5.1.3. Preparacion de la nanozeolita CuBeta_23-APTES

El compuesto CuBeta_23-APTES ha sido preparado por el grupo de investigacion

del Dr. M. Moliner Marin (ITQ-UPV).
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FTIR KBr (cm™): 3460: f, a, v (O-H); 2980: d, vas (CH2); 2931: d, vas (CH2); 1626: m, &
(H-O-H); 1514: d, 8 (NHy); 1455: d, 8as (CH2); 1219: mf, a, int, vas (TO4); 1077: mf, a,
ext, vas (TO4); 788: m, ext, vs (TO4); 709: h, int, vs (TO4); 567: f, ext, d-a; 523: f, ext, d-a;

459: mf, int, 6 (O-T-O) (Ver Figura 62).

6.5.1.4. Preparacion de la nanozeolita CuBeta_23-PAH-Glu

Se prepara una suspension de 20 mg de la CuBeta_23-PAH en 2 ml de una
disolucion acuosa de glutaraldehido de concentracion 423.49 mM (0.85 mmol de
glutaraldehido) y la suspension producida se somete a ultrasonidos durante 5 minutos. La
relacion estimada de (n°® moléculas de Glu) / (n° particulas de la zeolita CuBeta_23-PAH)
resulto ser 4x10°. El solido resultante ha pasado a tener un color rojo y se aisla siguiendo

el procedimiento detallado en el capitulo 2.1.

FTIR KBr (cm™): 3451: f, a, v (O-H); 2960: h, vas (CH2); 1720: md, v (C=0); 1631: d, &
(H-O-H); 1455: h, 8as (CH2); 1224: mf, int, vas (TO4); 1082: mf, a, ext, vas (TO4); 793: d,
ext, vs (TOa); 621: m, ext, d-a; 567: f, ext, d-a; 523: f, ext, d-a; 459: mf, int, 6 (O-T-0);

(Ver Figura 63).

6.5.1.5. Preparacion de la nanozeolita CuBeta_23-APTES-Glu

Se suspenden 40 mg de la CuBeta_23-APTES en 4 ml de una disolucién acuosa
de glutaraldehido de concentracion 423.49 mM (1.69 mmol de glutaraldehido) y la
suspension preparada se somete a ultrasonidos durante 5 minutos. La relacién estimada
de (n° moléculas de Glu) / (n° particulas de la zeolita CuBeta_23-APTES) resultd ser
4x10°. El sélido resultante ha pasado a tener un color rojo y se aisla siguiendo el método

explicado en el apartado 2.1.
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FTIR KBr (cm®): 3451: f, a, v (O-H); 2970: d, vas (CH2); 2940: d, vas (CH2); 1710: h, v
(C=0); 1631: m, & (H-O-H); 1455: d, 8as (CH2); 1224: mf, int, vas (TO4); 1077: mf, a, ext,
vas (TO4); 788: m, ext, vs (TO4); 616: h, ext, d-a; 567: f, ext, d-a; 523: f, ext, d-a; 459: mf,

int, 6 (O-T-0); 420 h, int, 6 (O-T-O) (Ver Figura 64).

6.5.1.6. Preparacion de la nanozeolita CuBeta_23-APTES-Glu-NAV

Se dispersan 5 mg de la CuBeta_23-APTES-Glu en 150 pl de una disolucion
acuosa de neutravidina con una concentracion de 1 mg/ml (2.5x10° mmol de
neutravidina), agitando la suspension resultante en un vértex a temperatura ambiente
durante 24 horas. La relacion estimada de (n° moléculas de NAV) / (n° particulas de la
zeolita CuBeta_23-APTES-Glu) fue 4.70. La zeolita se aislé siguiendo el método

empleado en el apartado 2.1.

FTIR KBr (cm™): 3435: m, a, v (O-H); 2960: d, vas (CH2); 1636: d, 5 (H-O-H); 1528:
md, & (N-H) v (C-N); 1450: md, das (CH2); 1221: mf, int, vas (TO4); 1079: mf, a, ext, vas
(TO4); 796: d, ext, vs (TO4); 564: m, ext, d-a; 524: m, ext, d-a; 449: f, int, 5 (O-T-O) (Ver

Figura 67).
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Se lograron cargar iones Cd?* en la nanozeolita H-Beta (usando disoluciones
acuosas de acetato de cadmio (I1)).

Se logré funcionalizar la zeolita cargada con cadmio (II) con distintas aminas
(OA) y poliaminas (ODA, TREN, PAH), y se caracterizaron las especies
resultantes.

Estas poliaminas permitieron, a su vez, unir la neutravidina a las nanozeolitas
formando sistemas NZ (M"™) — NAV, bien directamente o bien a través del
glutaraldehido.

Las medidas de afinidad con estas primeras zeolitas resultaron infructuosas
(valores aleatorios y, en general, nulos) debido a la tendencia de las nanozeolitas
a agregarse.

Se logr6 introducir concentraciones mas altas de Cd (1) en el interior de la zeolita
H-Beta, y su posterior funicionalizacién con grupos amino por reaccion con (3-
aminopropil)trietoxisilano, APTES, siendo anclado sobre su superficie a traves de
uno, dos o tres puentes Si-O-Si, utilizando procedimientos previamente ensayados
con la zeolita nanobeta comercial CP814E.

Las nuevas zeolitas funcionalizadas con APTES se lograron bioconjugar
satisfactoriamente con NAV a través de puentes con glutaraldehido. No obstante,
persiste la tendencia de las nanoparticulas a agregarse y las reacciones de afinidad
resultaron negativas.

Se logré la sintesis de nuevas zeolitas Beta, denominadas CuBeta, con el metal
introducido durante el proceso de sintesis.

Se escogio la CuBeta_23 para ser funcionalizada con APTES o PAH, lograndose

una mayor y mejor distribucion de los cationes metalicos. No obstante, las zeolitas
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CuBeta_23-PAH-Gluy CuBeta_23-APTES-Glu contintan presentando tendencia
a la agregacion.
9. Se lograron preparar suspensiones estables de la CuBeta_23-APTES-Glu-NAV

en agarosa que han dado medidas positivas de afinidad.
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