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Nanoestructuras biocidas

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a nanoestructuras que comprenden un 6xido
de metal semiconductor, carbdn activo y nanoparticulas de un metal noble con
propiedades biocidas. Por tanto, la invenciéon se podria encuadrar en el campo

de los biocidas.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

El desarrollo de nuevas nanoestructuras con capacidad fotocatalitica ha
aumentado exponencialmente en los ultimos afios (1500 publicaciones desde
2010), sin embargo, la mayoria de los estudios realizados se refieren a
aplicaciones en catalisis quimica y degradacion de contaminantes organicos,
siendo aun minoritarios los estudios relacionados con la degradacién de
microrganismos. Entre los materiales con capacidad fotocatalitica en desarrollo,
el didxido de titanio continua siendo de los mas estudiados y prometedores,
debido a su bajo coste, su carencia de toxicidad y su estabilidad. No obstante,
y a pesar de las numerosas ventajas que ofrece, el didxido de titanio tiene el
gran inconveniente de se requiriere luz UV para para inducir la fotocatalisis vy,
puesto que la luz UV representa una pequena fraccion (5%) de la luz solar
comparada al intervalo visible (49%), cualquier desplazamiento de la respuesta
del didxido de titanio del UV al visible supone una enorme mejora para su

aplicabilidad.

Existen varios articulos de revisién sobre el uso del didéxido de titanio en la
degradacién fotocatalitica de diferentes microrganismos, siendo el mas reciente
el de Foster et al. (Photocatalytic disinfection using titanium dioxide: spectrum
and mechanism of antimicrobial activity, Howard A. Foster, Iram B. Ditta, Sajnu
Varghese and Alex Steele, Applied Microbiology and Biotechnology, 2011,

Volume 90, Number 6, Pages 1847-1868). En este trabajo los autores realizan
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una amplia revisién sobre la aplicabilidad del 6xido de titanio en la degradacién
de diversos tipos de microorganismos, su mecanismo de accién, y limitaciones.
Entre las limitaciones asociadas al uso del 6xido de titanio en fotocatalisis,
destacan que se requiere el uso de luz UVA para inducir la fotoactivacién, lo
que limita su efectividad. Se sabe que el dopaje del 6xido de titanio con
algunos materiales, tales como metales y colorantes, permite su fotoactivacion
con radiacidon visible, pero la actividad fotocatalitica que se obtiene es
generalmente inferior a la correspondiente a la activacién con radiacion UVA
(Fujishima A, Zhang X (2006) Titanium dioxide photocatalysis: present situation
and future approaches. C R Chim 9(5-6):750-760), y los tiempos de irradiacion
necesarios son muy elevados. Un problema adicional en referencia a las
nanoestructuras mixtas basadas en nanoparticulas de éxido de titanio, es que
los estudios se centran en la optimizacibn de las condiciones de
fotodegradacion para un determinado tipo de  microorganismo,
fundamentalmente bacterias (Brook LA, Evans P, Foster HA, Pemble ME,
Steele A, Sheel DW, Yates HM (2007) Highly bioactive silver and silver/titania
composite films grown by chemical vapour deposition. J Photochem Photobiol
187(1):53-63; Kubacka A, Ferrer M, Martinez-Arias A, Fernandez-Garcia M
(2008b) Ag promotion of TiOz-anatase disinfection capability: study of
Escherichia coli inactivation. Appl Catal B 84(1-2):87-93;) y, en menor medida,
algas (Rodriguez-Gonzalez V, Alfaro SO, Torres-Martanez LM, Cho SH, Lee
SW (2010) Silver-TiO, nanocomposites: synthesis and harmful algae bloom
UV-photoelimination. Appl Catal B 98(3-4):229-234), pero no en sistemas
capaces de degradar ambos, tanto bacterias como algas. En estos estudios
relativos a la fotodegradacién de microorganismos en los que se describe el
uso de plata como agente dopante, esta suele utilizarse en su forma catiénica,
Ag(l), debido a sus propiedades bactericidas. Sin embargo las nanoparticulas
de plata también han demostrado poseer un efecto biocida (Sintubin, L.,
Verstraete, W., Boon, N. (2012), Biologically produced nanosilver: Current state
and future perspectives. Biotechnology and Bioengineering 109 (10) pp. 2422-
2436), con la ventaja adicional de aumentar la eficiencia fotocatalitica del

dioxido de titanio. Liu et al. (Liu, J., et al., Preparation and photocatalytic activity
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of silver and TIO, nanoparticles/montmorillonite composites, Applied Clay
Science, 2007, Vol.37, pags.275-280.), por ejemplo, describen la obtencion de
un fotocatalizador compuesto por una mezcla de nanoparticulas de plata y
nanoparticuas de dioxido de titanio soportadas sobre montmorillonita, donde la
funcion de la montmorillonita es aumentar la superficie especifica del
catalizador, y la de la plata es aumentar la eficiencia fotocatalitica del didxido
de titanio. Sin embargo, el método de obtencién es complejo, la actividad
fotocatalitica de la nanoestructura obtenida requiere del uso de luz UV, y su
actividad se describe en base a la degradaciéon de un colorante organico, no
siendo trasladable el resultado a microorganismos. También se conoce el uso
de carbdn activo como soporte del dioxido de titanio en fotocatalisis, por
ejemplo, el documento de patente JP10265209A, que se refiere a un
procedimiento de preparacion de una nanoestructura mixta que comprende
anadir una mezcla de carbon activo y nanoparticulas de TiO» a una solucion de
nitrato de plata, con objeto de afadir plata a las nanoparticulas de TiO; que se
encuentran en el carbdn activo. En este documento también se divulga el uso
de este material con propiedades antibacterianas, sin embargo, el método de
preparacion es complejo, y en él utilizan una sal de plata en ausencia de
agentes reductores que generen nanoparticulas, por 10 que en la composicion
final del material se refieren a este elemento como plata o compuestos de

plata.

Existe, por tanto, la necesidad de desarrollar nuevos nanomateriales, basados
en nanoparticulas de Oxidos semiconductores, capaces de inducir la
fotodegradacion tanto de bacterias como de algas con luz visible y en tiempos
de exposicidn a la radiacién cortos, y cuyo método de produccién sea sencillo y

de bajo coste.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un procedimiento de obtencion de

nanoestructuras que comprenden un éxido metalico semiconductor, carbén
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activo y nanoparticulas de al menos un metal noble.

La presente invencion presenta, las siguientes ventajas respecto al estado de

la técnica:

- Fotocatalisis de una gran variedad de bacterias y algas en una misma

estructura;

- la fotocatalisis puede ser llevada a cabo bajo luz visible, por lo que no es

necesario el empleo de fuentes de luz UV.

- procedimiento de obtencidn rapido y sencillo sin requerimiento de

equipamiento complejo;

- Compatible con otros organismos.

En consecuencia, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un
procedimiento de obtencion de nanoestructuras que comprende las siguientes

etapas:

a) preparacion de una suspension que comprende al menos un oxido metalico

semiconductor, carbén activo y al menos un compuesto de un metal noble;

b) adicién de un agente reductor a la suspension obtenida en la etapa (a).

Un segundo aspecto de la presente invencidn se refiere a una suspension

obtenible por el procedimiento tal y como se ha descrito anteriormente.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a las nanoestructuras

obtenibles por el procedimiento tal y como se ha descrito anteriormente.
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Un cuarto aspecto de la presente invencidn se refiere a una suspension acuosa

que comprende las nanoestructuras tal y como se han descrito anteriormente.

Un quinto aspecto de la presente invencidn se refiere a una pelicula que

comprende las nanoestructuras tal y como se han descrito anteriormente.

Un sexto aspecto de la presente invencidn se refiere a una superficie que

comprende la pelicula tal y como se ha descrito anteriormente.

Un séptimo aspecto de la presente invencidn se refiere al uso in vitro de las
suspensiones descritas anteriormente como biocida en medios acuosos 0 en

materiales.

Un octavo aspecto de la presente invencidn se refiere al uso in vitro de la

pelicula descrita anteriormente como biocida en superficies de materiales.

Un noveno aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para
la eliminacion o inhibicidon de bacterias y/o algas en un material o un medio
acuoso que comprende una etapa de contacto entre el medio acuoso o la
superficie de dicho material y la suspensién tal y como se ha descrito

anteriormente o la pelicula tal y como se ha descrito anteriormente.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento de

obtencion de nanoestructuras que comprende las siguientes etapas:

a) preparacion de una suspension que comprende al menos un 6xido metalico

semiconductor, carbén activo y al menos un compuesto de un metal noble;

b) adicién de un agente reductor a la suspension obtenida en la etapa (a).
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Por el término “nanoestructura”’ se entiende cualquier estructura que posee al
menos una de sus 3 dimensiones del espacio en el rango del nanédmetro y que
esta comprendida por mas de un tipo diferente de nanoparticulas. En el
contexto de la invencion, la nanoestructuras comprende nanoparticulas de

oxido metalico semiconductor, carbdn activo y de al menos un metal noble.

Por “compuesto de un metal noble” se entiende compuestos que comprenden
metales nobles seleccionados de rutenio, osmio, rodio, iridio, paladio, platino,

plata y oro.

Un “Oxido metalico semiconductor” es un material con capacidad para hacer
saltar electrones de su banda de valencia a su banda de conduccién en unas
determinadas condiciones, como puede ser la absorcién de energia en forma
de haz de luz. Ejemplos no limitantes de 6xidos metalicos semiconductores en
el contexto de la invencion son 6xido de zinc, 6xido de titanio (IV), éxido de
zirconio (IV), éxido de cerio (IV), éxido de estafo (IV), éxido de wolframio (IV),

oxido de aluminio y 6xido de silicio, preferiblemente 6xido de titanio (V).

“Carbdn activo” es un término genérico que describe una familia de
adsorbentes carbonaceos altamente cristalinos y una estructura poral interna

extensivamente desarrollada.

En el contexto de la invencion por “agente reductor’” se entiende aquella
sustancia que es capaz de ceder electrones a la sal del metal para reducirla
desde carga positiva a carga neutra, formando el metal en estado 0. Ejemplos
no limitantes de agentes reductores en el contexto de la invencion son
borohidruro sédico, cloruro de hidroxilamina, acido ascorbico, acido tanico,
acido galico, quitosano, citrato trisddico, polivinilpirrolidona, polivinilalcohol,

ciclodextrinas formamida y dimetilformamida.

Por “ciclodextrinas” en el contexto de la invencion se entiende oligosacaridos

ciclicos y se forman en algunos procesos de degradacion del almidén.
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En una realizacion del primer aspecto de la presente invencion, el éxido
metalico semiconductor se selecciona de 6xido de zinc, 6xido de titanio, dxido
de zirconio, 6xido de cerio (IV) y 6xido de estafio (IV), preferiblemente dxido de
titanio. Las propiedades fotocataliticas del 6xido de titanio son bien conocidas,
su band gap de banda de conduccion y valencia estan lo suficientemente
cercanos para que la energia necesaria para pasar electrones de una a otra no

sea muy elevada.

En otra realizacion del primer aspecto de la presente invencién, el carbdn
activo tiene un tamafio de particula de 0,001 a 1 um, preferiblemente de 0,01 a

0,1 um.

En otra realizacion del primer aspecto de la presente invencion, el compuesto
del metal noble se selecciona de compuestos de plata, compuestos de oro,
compuestos de platino y compuestos de paladio, preferiblemente el compuesto
del metal noble es un compuesto de plata, mas preferiblemente una sal de
plata y aun mas preferiblemente nitrato de plata (). El nitrato de plata es una
sal que permite una mayor accesibilidad de los agentes reductores a los iones

del metal noble y que ademas tiene una alta solubilidad en agua.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la presente invencion, el
Oxido metalico semiconductor es 6xido de titano y el compuesto del metal noble

es nitrato de plata (I).

En otra realizacion del primer aspecto de la presente invencion, el agente
reductor de la etapa (b) se selecciona de borohidruro soédico, cloruro de
hidroxilamina, acido ascoérbico, citrato trisédico, polivinilpirrolidona,
polivinilalcohol, ciclodextrinas, formamida y dimetilformamida, preferiblemente
borohidruro sodico. El borohidruro sodico es un reductor rapido, que forma

nanoparticulas de plata con un maximo de absorcion mas amplio que el que
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presentan las nanoparticulas de otros reductores rapidos, lo que da lugar a una

mejoria en las propiedades dpticas de la nanoestructura biocida.

En otra realizacidn del primer aspecto de la presente invencion, la etapa (b) se
lleva a cabo bajo agitacion magnética o bajo irradiacion de ultrasonidos,

preferiblemente bajo irradiacion de ultrasonidos.

Por ‘“irradiacidon de ultrasonidos” se entiende el hecho de sumergir la
suspension de los elementos de partida en un bafio de ultrasonidos, mejorando

la dispersion de los mismos y que la reaccidon quimica sea mas homogeénea.

En otra realizacion del primer aspecto de la presente invencion, la
concentracion del compuesto del metal noble en la etapa (a) es de 0,005 mM a

50 mM, preferiblemente es de 0,1 mM a 2,5 mM.

En otra realizacion del primer aspecto de la presente invencién, la
concentracion del 6xido metalico semiconductor en la etapa (a) es de 1 y 10

mM, preferiblemente es de 2 a 5 mM.

En otra realizacion del primer aspecto de la presente invencién, la
concentracion de carbon activo en la etapa (a) es 0,05 a 80 mM,

preferiblemente de 20 mM a 60 mM.

En otra realizacién del primer aspecto de la presente invencién, la proporcién
molar de éxido metalico semiconductor.compuesto de metal noble en el paso

(a) es de 15:1 a 1:5, preferiblemente de 10:1 a 5:1.

En otra realizacion del primer aspecto de la presente invencion, la proporcidn
molar de éxido metalico semiconductor:.carbdn activo en el paso (a) es de 15:1

a 1:10, preferiblemente de 10:1 a 5:1.
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En otra realizacion del primer aspecto de la presente invencién, el
procedimiento ademas comprende una etapa (a’) posterior a (a) y anterior a (b)

de homogeneizacién por ultrasonidos.

En otra realizacion del primer aspecto de la presente invencion, el
procedimiento ademas comprende una etapa (b’) posterior a (b) de

centrifugacion.

En otra realizacién del primer aspecto de la presente invencion, todas las
etapas del procedimiento se llevan a cabo a una temperatura entre 0°C y 60°C,

preferiblemente entre 0°C y 30°C.

En otra realizacion del primer aspecto de la presente invencion, el
procedimiento ademas comprende una etapa (c) posterior a (b’) de separacién

de las nanoestructuras.

Un segundo aspecto de la presente invencidn se refiere a una suspension

obtenible por el procedimiento tal y como se ha descrito anteriormente.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a las nanoestructuras

obtenibles por el procedimiento tal y como se ha descrito anteriormente.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se refiere a una suspension acuosa

que comprende las nanoestructuras tal y como se han descrito anteriormente.

Un quinto aspecto de la presente invencidn se refiere a una pelicula que
comprende las nanoestructuras tal y como se han descrito anteriormente.
Preferiblemente, la concentracion de las nanoestructuras en la pelicula es de
de 0,000001 a 10 g/cm? mas preferiblemente a 0,0001 a 0,1 g/cm? y ain mas
preferiblemente 0,01-0,05 g/cm?.
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Por “pelicula” en el contexto de la invencion se entiende una delgada capa de

nanoestructura sobre un soporte.

Un sexto aspecto de la presente invencion se refiere a una superficie que

comprende la pelicula tal y como se ha descrito anteriormente.

Un séptimo aspecto de la presente invencion se refiere al uso in vitro de las
suspensiones descritas anteriormente como biocida en medios acuosos 0 en

materiales.

Los “biocidas” destruyen o inhiben la accién de cualquier organismo
considerado nocivo para el hombre, en el contexto de la invencién los

organismos son bacterias y algas.

En una primera realizacién del séptimo aspecto de la presente invencidn se
refiere al uso tal y como se ha descrito anteriormente para la eliminacion o

inhibicidon de bacterias.

Por “eliminacién o inhibicibn de bacterias” se entiende la destruccidn o
inhibicidn de la reproduccién de bacterias, es decir, el efecto bactericida o
bacteriostatico. Por “bacteria” en el contexto de la invencion se entiende
microorganismos procariotas unicelulares de tamafo micrométrico. Se dividen

en cocos (forma esférica), bacilos (forma de barra) y espirilos (forma helicoidal).

En una realizacion del séptimo aspecto de la presente invencion, las bacterias
se seleccionan de bacterias de entre bacterias de género Escherichia,
Klebsiella, Salmonella, Bacillus y Micrococcus. Preferiblemente las bacterias se
seleccionan de entre Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella

typhimurium, Bacillus megaterium, Micrococcus luteus.
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En otra realizacién del séptimo aspecto de la presente invencion se refiere al
uso tal y como se ha descrito anteriormente para la eliminacién o inhibicion de

algas.

Por “alga” en el contexto de la invencién se entienden todos los protistas
fotoautdtrofo, es decir, todos los microorganismos eucariontes no clasificados
en alguno de los otros tres reinos eucaridticos: Fungi (hongo), Animalia
(animales) y Plantae (plantas) que efectuan la fotosintesis para obtener

energia.

Por “eliminacion o inhibiciéon de algas” se entiende la destruccidn o inhibicion de

la reproduccién de algas, dando lugar a aguas sin procesos de eutrofizacion.

En una realizacion del séptimo aspecto de la invencidén, las algas se

seleccionan de entre algas rojas y algas verdes.

Por algas rojas, también llamadas roddfitas o roddfitas, se entiende las algas
fotosintéticas que contienen clorofila a y clorofila d, ademas de pigmentos tipo
ficobilinas y carotenoides. Ejemplos no limitantes de algas rojas son Porphira
laciniata, Coralina Rubens, Lithotamium calcareum, Nytophyllum punctatum,

Chondrus crispus, Rhodymenia palmata y Scinaia furcellata.

Por algas verdes se entiende a los grupos de algas Chlorophyta'y Charophyta.

Un octavo aspecto de la presente invencidn se refiere al uso in vitro de la

pelicula descrita anteriormente como biocida en superficies de materiales.

En una primera realizacion del octavo aspecto de la presente invencion se
refiere al uso tal y como se ha descrito anteriormente para la eliminacion o

inhibicidon de bacterias.
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En otra realizacién del octavo aspecto de la presente invencion se refiere al uso
tal y como se ha descrito anteriormente para la eliminacién o inhibicién de

algas.

Un noveno aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para
la eliminacion o inhibicidon de bacterias y/o algas en un material o un medio
acuoso que comprende una etapa de contacto entre el medio acuoso o la
superficie de dicho material y la suspensién tal y como se ha descrito

anteriormente o la pelicula tal y como se ha descrito anteriormente.

En una primera realizacidn del noveno aspecto de la presente invencion,
concentracion de las nanoestructuras en la suspension tal y como se ha
descrito anteriormente es de 0,000001 a 10 g/ml, preferiblemente de 0,0001 a
0,1 g/ml, mas preferiblemente de 0,005 a 0,001 g/ml o en la pelicula tal y como
se ha descrito anteriormente es de 0,000001 a 10 g/cm?® en pelicula,

preferiblemente a 0,0001 a 0,1 g/cmz, mas preferiblemente 0,01 a 0,05 g/cmz.

En otra realizacion del noveno aspecto de la presente invencion, la etapa de
contacto se lleva a cabo bajo irradiacion con una intensidad de 500 a 3000 lux,
preferiblemente de 1000 a 2000 lux.

En otra realizacion del noveno aspecto de la presente invencién, la etapa de
contacto se lleva a cabo durante de 5 a 200 min., preferiblemente entre 15 y
100 min.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes 0 pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencidon se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencidn. Los siguientes ejemplos y figuras se
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Espectro UV-Visible de nanoparticulas de Ag (-----), nanoestructuras
Ag+CA (- - -), nanoestructuras Ag-TiO2 (---) y nanoestructuras de la invencion
Ag-TiO2*CA (__ ). U.A.: Unidades de absorcion; W longitud de onda.

Fig. 2. Imagen TEM de las nanoestructuras obtenidas segun el ejemplo 1. La
imagen fue tomada con un microscopio Philips CM-200 con una lente de
objetivo SuperTwin, un filamento LaB6 y una inclinacion de 745 de entrada

lateral al soporte de la muestra (punto de resolucion 50,24nm).

Fig. 3. Imagen SEM de las nanoestructuras tomadas con un microscopio
Hitachi FEG S-4800.

Fig. 4. Diametro hidrodinamico en um obtenido por dispersién de luz dinamica
(DLS, del inglés Dynamic Light Scattering) de las particulas de la invencion
(ejemplo 1); DH: Diametro hidrodinamico, %: porcentaje en al muestra de dicho

diametro hidrodinamico.

Fig. 5. Diametro hidrodinamico en um obtenido por dispersién de luz dinamica
(DLS, del inglés Dynamic Light Scattering) de particulas Ag.TiO2 (ejemplo 2);
DH: Diametro hidrodinamico, %: porcentaje en al muestra de dicho diametro

hidrodinamico.

Fig. 6. Diametro hidrodinamico en um obtenido por dispersién de luz dinamica
(DLS, del inglés Dynamic Light Scattering) de particulas Ag.CA (ejemplo 3);
DH: Didametro hidrodinamico, %: porcentaje en al muestra de dicho diametro

hidrodinamico.

Fig. 7. Fotografia de algas tras el tratamiento del ejemplo 4. 1: Algas sin

nanoparticulas; 2: Con nanoparticulas de plata; 3: Con carbén activo; 4. Con
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TiOz; 5: Con nanoparticulas de plata, carbén activo y TiO, pero sin formar

nanoestructuras; 6: Con las nanoparticulas del ejemplo 1.

Fig. 8. A: Fotografia de las algas antes de la adicion de la nanoestructura; B:
Fotografia de las algas tras la adicién de la nanoestructura del ejemplo 1; C:
Fotografia de las algas tras la adicién de la nanoestructura del ejemplo 1 y tras

la irradiacion con 1700 lux.

Fig. 9. Fotografia de césped de Escherichia coli K12 sobre una placa de medio
de cultivo Luria Bertani (LB), sobre las que se dispusieron las nanoestructuras
del ejemplo 1 a diferentes concentraciones, por el procedimiento descrito en el

ejemplo 5. A: sin irradiar; B: irradiadas con 1700 lux.

Fig. 10. Fotografia de césped de Klebsiella pneumoniae sobre una placa de
medio de cultivo LB, sobre las que se dispusieron las nanoestructuras del
ejemplo 1 a diferentes concentraciones, por el procedimiento descrito en el

ejemplo 5. A: sin irradiar; B: irradiadas con 1700 lux.

Fig. 11. Césped de Salmonella typhimurium sobre una placa de medio de
cultivo LB, sobre las que se dispusieron nanoestructuras del ejemplo 1 a
diferentes concentraciones, por el procedimiento descrito en el ejemplo 5. A:
sin irradiar; B: irradiadas con 1700 lux. N.a.: no aplica. No se realiz6 dicho

experimento.

Fig. 12. Césped de Bacillus megaterium (izquierda) y Micrococcus luteus
(derecha) sobre una placa de medio de cultivo LB, sobre las que se dispusieron
nanoestructuras del ejemplo 1 a diferentes concentraciones, por el
procedimiento descrito en el ejemplo 5. A: sin irradiar; B: irradiadas con 1700

[ux.

EJEMPLOS
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Ejemplo 1. Sintesis de nanoestructuras mixtas AgeTiO,*CA

A 20 ml de agua se le afiaden 3,4 mg de AgNO3, 10 mg de TiO, y 10 mg de
CA. Se agita la suspension obtenida en bafo de ultrasonidos durante 5 min, se
introduce en un bafo de hielo y se le afiaden (gota a gota) 4 ml de una
disolucion fria de NaBH4 (10 mM) bajo agitacién magnética. Tras la adicién la
suspension se vuelve de color naranja-verdoso y las particulas de mayor
tamano (es decir, particulas que no tienen escala nanémetrica si no mayor, y
que por tanto no tienen un rendimiento de degradacion 6ptimo) decantan en
unos minutos. Se recoge el sobrenadante y se somete a dos procesos de
centrifugacion (5000 rpm, 15 min) y lavado con agua. El sélido obtenido (4,56

mg) se resuspende en 24 ml de agua para su uso en posteriores ensayos.

Cabe resaltar que al mezclar el nitrato de plata con CA o TiO2 no sucede nada,
s6lo se producen nanoparticulas de plata al afiadir el reductor (como lo indica
el cambio de color de la suspension, debido a la aparicion del plasmén de la

plata)

Se llevé a cabo una caracterizacion de las nanoestructuras resultantes,
mediante espectroscopia UV-Vis (Fig. 1), TEM (microscopia electrénica de
transmisién, del inglés Transmission electron microscopy) (Fig. 2), SEM
(microscopia electronica de barrido, del inglés Scanning electron

microscope)(Fig. 3) y por DLS (Fig. 4).

Como se puede ver en la figura 1, el espectro de UV-Vis muestra que el
plasmén de superficie de las nanoparticulas Ag, a 385 nm, se desplaza en las
nanoestructuras a 420 nm en Ag*CA, y a 412 nm en Ag-TiO, y Ag-TiO,CA.
Por plasmén de superficie se entiende la densidad de carga en la superficie de
una nanoparticula metalica (oro y plata especialmente) que le confiere
propiedades como la de absorber luz visible. Los espectros de estas ultimas
nanoestructuras son muy similares, presentando la banda de extincién de

AgTiO2 un hombro en torno a 550 nm que indica cierto grado de agregacion en
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la suspension.

La anchura de las bandas es menor cuando las nanoestructuras poseen en su
composicion TiO,, indicando una menor dispersion en tamano. En cambio, el
plasmon de las nanoparticulas desnudas de plata posee el mismo perfil ancho
que el de Ag*CA. Estos datos parecen indicar que el TiOz ejerce cierto control
sobre el tamafo de las nanoparticulas de plata en formacion cuando esta

presente en el medio de reaccion.

Estas nanoestructuras se pueden utilizar ya sea en suspension,
resuspendiendo las mismas en la suspension de algas y/o bacterias que se
quieran eliminar o inhibir, 0 en pelicula, depositando las mismas sobre un

sustrato adecuado y extendiéndose para formar una pelicula uniforme.

Ejemplo 2. Ejemplo comparativo: Sintesis de nanoestructuras mixtas
AgeTiO;

A 20 ml de agua se le afiaden 3,4 mg de AgNO3 y 10 mg de TiOy, y se agita la
suspension obtenida en bafio de ultrasonidos durante 5 min y se le afiaden
(gota a gota) 4 ml de una disolucién fria de NaBH4 (10 mM). Tras la adicién la
suspension se vuelve de color naranja, y las particulas de mayor tamaro
decantan en unos minutos. Se recoge el sobrenadante y se somete a dos
procesos de centrifugacion (5.000 rpm, 15 min) y lavado con agua. El sdlido
obtenido (6,72 mg) se resuspende en 24 ml de agua para su uso en posteriores

ensayos.

Se llevd a cabo una caracterizacion de las nanoestructuras resultantes,
mediante espectroscopia UV-Vis (Fig. 1) y por DLS (Fig. 5) Como se puede ver
en la Fig. 1, la anchura de esta banda es menor que las de nanoparticula de
Ag. Como se ha comentado en el ejemplo 1, las nanoestructuras que poseen
en su composicion TiOz, indicando una menos dispersion en tamarfio. La banda

de plasmon se situa a 412 nm.
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Ejemplo 3. Ejemplo comparativo: Sintesis de nanoestructuras mixtas
AgeCA

A 20 ml de agua se le afiaden 3,4 mg de AgNO; y 10 mg de CA, y se agita la
suspension obtenida en bafio de ultrasonidos durante 5 min. Se introduce la
suspension en un bafio de hielo y se le afiaden (gota a gota) 4 ml de una
disolucion fria de NaBH4 (10 mM) bajo agitacién magnética. Tras la adicién la
suspension se vuelve de color azul-grisaceo y las particulas de mayor tamario
decantan en unos minutos. Se recoge el sobrenadante y se somete a dos
procesos de centrifugacion (5.000 rpm, 15 min) y lavado con agua. El sélido
obtenido (4,08 mg) se resuspende en 24 ml de agua para su uso en posteriores

ensayos.

Se llevd a cabo una caracterizacion de las nanoestructuras resultantes,
mediante espectroscopia UV-Vis (Fig. 1) y por DLS (Fig. 6). Como se puede ver
en la Fig. 1, la banda de plasmén se situa a 420 nm. La banda de plasmén de
estas nanoestructuras posee el mismo perfil ancho que el de las nanoparticulas

desnudas de plata, indicando una mayor dispersion de tamanos.

Ejemplo 4. Aplicacién anti-algas

Se prepararon 5 tubos con un fluido con contenido en algas y se suspendieron

los siguientes componentes:

- 0,05 mg nanoparticulas de plata en 1 ml de agua;

- 0,07 mg carbdn activo en un 1 ml de agua;

- 0,07 mg TiO2 en 1 ml de agua;

- 0,19 mg de nanoparticulas de plata, carbon activo y TiO2 pero sin formar
nanoestructuras, es decir, la simple mezcla en disolucién de nanoparticulas de

plata, carbon activo y TiO, preparadas por separado en 1 ml de agua; es decir,
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0,05 mg de nanoparticulas de plata, 0,07 mg de carbén activo y 0,07 mg en 1
ml de agua.

- 0,19 mg de nanoestructuras de la invencion (ejemplo 1) en 1 ml de agua.

Se adicionan 1 ml de los componentes o0 nanoestructuras, a 5ml de agua con 1

g de algas verdes de acuario.

Todas estas muestras se irradiaron con 1700 lux de intensidad cuya longitud de
onda abarca todo el espectro visible (300-800 nm, luz blanco de una bombilla)

durante 90 minutos.

Como se puede observar en la Fig. 7, unicamente en el caso en el que se
suspendieron las nanoestructuras de la invencidn se obtuvo pérdida de

pigmentacion y degradacion tisular.

Por otro lado también se estudio el efecto de la irradiacion. Se suspendieron las
nanoestructuras de la invenciéon en dos tubos con fluido con contenido en
algas. Uno de ellos se sometio a irradiacion y el otro se mantuvo en oscuridad.
En la Fig. 8 se puede apreciar que la pérdida de pigmentacion y degradacion

tisular es maxima cuando se irradian las suspensiones.

Ejemplo 5. Inhibiciobn de Ila proliferacion de bacterias por las

nanoestructuras de la invencion
0,18 mg de nanoestructuras de la invencion (ejemplo 1) se resuspendieron en
20 pl H2O y se adicionaron a una placa de Petri con una suspension de agar

con la bacteria correspondiente.

Se utilizaron las siguientes bacterias

Escherichia coli Figura 9

Klebsiella pneumoniae Figura 10
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Salmonella typhimurium Figura 11
Bacillus megaterium Figura 12
Micrococcus luteus Figura 12

Se dej6 durante 90 minutos bajo radicacion visible y se incubd toda la noche a
37°C para ver la inhibicion de crecimiento bacteriana. Como se puede ver en
las correspondientes figuras, aparecié un halo de mortalidad al realizar la

irradiacion con la luz. El control (A) muestra una placa sin irradiar.
Ejemplo 6. Compatibilidad con otros organismos
Durante 1 mes se llevo a cabo un experimento con 2 peceras y 8 peces.

En cada una de las peceras se pusieron 2 peces Danio rerio 0 pez cebra y 6
Oryzias latipes o Medaka. Una de las peceras se dej6 sin nanoestructuras y en
la otra se utilizaron nanoestructuras en pelicula de 0,178 g/cm? en una de las

paredes sobre una superficie de 25 cm? aproximadamente.

Al cabo de tres semanas, el agua de la pecera control estaba turbia y algunos
ejemplares murieron, mientras que en la pecera con las nanoestructuras

permanecié con el agua clara y los peces vivos.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencidn de nanoestructuras que comprende las

siguientes etapas:

a) preparacion de una suspension que comprende al menos un oxido metalico

semiconductor, carbon activo y al menos un compuesto de un metal noble; y

b) adiciéon de un agente reductor a la suspension obtenida en la etapa (a).

2. Procedimiento segun la reivindicacion anterior donde el éxido metalico
semiconductor se selecciona de oxido de zinc, 6xido de titanio (IV), 6xido de
zirconio (IV), éxido de cerio (IV), éxido de estafio (IV), éxido de wolframio (IV),

oxido de aluminio y oxido de silicio.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde el

oxido metalico semiconductor es 6xido de titanio (IV).

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde el

carbon activo tiene un tamano de particula de 0,001 a 1 um.

5. Procedimiento segun la reivindicacién anterior, donde el carbén activo tiene

un tamarno de particula de 0,01 a 0,1 um.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde el
compuesto del metal noble se selecciona de compuestos de plata, compuestos

de oro, compuestos de platino y compuestos de paladio.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde el

compuesto del metal noble es un compuesto de plata.



WO 2014/154926 21 PCT/ES2014/070229

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde el

compuesto del metal noble es nitrato de plata (l).

9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde el
agente reductor de la etapa (b) se selecciona de borohidruro sédico, cloruro de
hidroxilamina, acido ascérbico, citrato trisédico, polivinilpirrolidona,

polivinilalcohol, ciclodextrinas, formamida y dimetilformamida.

10. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde la
etapa (b) se lleva a cabo bajo agitacion magnética o bajo irradiacion de

ultrasonidos.

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde la
concentracion del compuesto del metal noble en la etapa (a) es de 0,005 mM a
50 mM.

12. Procedimiento segun la reivindicacion anterior donde la concentracion del

compuesto del metal noble en la etapa (a) es de 0,1 mM a 2,5 mM.

13. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde la
concentracion del 6xido metalico semiconductor en la etapa (a) es de 1 a 10
mM.

14. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde la

concentracion de carbdn activo en la etapa (a) es de 0,05 a 80 mM.

15. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde la
proporcion molar de 6xido metalico semiconductor.compuesto de metal noble

en el paso (a) es de 15:1 a 1:5.
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16. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde la
proporcion molar de éxido metalico semiconductor:carbdn activo en el paso (a)
es de 15:1 a 1:10.

17. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores que
ademas comprende una etapa (@) posterior a (a) y anterior a (b) de

homogeneizacion por ultrasonidos.

18. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores que

ademas comprende una etapa (b’) posterior a (b) de centrifugacion.

19. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores
caracterizado porque todas las etapas se llevan a cabo a una temperatura
entre 0°C y 60°C.

20. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 18 caracterizado
porque ademas comprende una etapa (c) posterior a (b’) de separacion de las

nanoestructuras.

21. Suspensidén obtenible por el procedimiento segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 19.

22. Nanoestructuras obtenibles por el procedimiento segun la reivindicacion 20.

23. Suspension acuosa que comprende las nanoestructuras de la reivindicacion
22.

24. Pelicula que comprende las nanoestructuras de la reivindicacion 22.

25. Superficie que comprende la pelicula segun la reivindicacién 24.
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26. Uso in vitro de la suspensidn descrita en las reivindicaciones 21 0 23 o de
la nanoestructura descrita en la reivindicacion 22, como biocida en medios

acuosos o0 en materiales.

27. Uso in vitro de la pelicula de la reivindicacidn 24 como biocida en

superficies de materiales.

28. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 26 o 27 para la eliminacién o

inhibicidon de bacterias.

29. Uso segun la reivindicacién anterior donde las bacterias se seleccionan de
bacterias de entre bacterias de género Escherichia, Klebsiella, Salmonella,

Bacillus y Micrococcus.

30. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 28 o 29 donde las bacterias
se seleccionan de entre Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella

typhimurium, Bacillus megaterium, Micrococcus luteus.

31. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 26 o 27 para eliminacién o

inhibicidén de algas.

32. Uso segun la reivindicacién anterior donde las algas se seleccionan de

entre algas rojas y algas verdes.

33. Procedimiento para eliminacion o inhibicion de bacterias y/o algas en un
material o un medio acuoso que comprende una etapa de contacto entre el
medio acuoso o la superficie de dicho material y la suspension descrita en las
reivindicaciones 21 o 23, de la nanoestructura descrita en la reivindicacién 22,

o la pelicula de la reivindicacion 24.
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34. Procedimiento segun la reivindicacion anterior donde la concentracién de
las nanoestructuras en la suspension es de 0,000001 a 10 g/ml o en la pelicula
es de 0,000001 a 10 g/cm?.

35. Procedimiento segun la reivindicacion anterior donde la concentracion de
las nanoestructuras en la suspension es de 0,0001 a 0,1 g/ml o en la pelicula
es de 0,0001 a 0,1 g/cm?.

36. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 33 a 35 donde la
etapa de contacto se lleva a cabo bajo irradiacién con una intensidad de 500 a
3000 lux.

37. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 33 a 36 donde la

etapa de contacto se lleva a cabo durante de 15 a 200 minutos.
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