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DESCRIPCION

Procedimiento para la obtencién de nanoparticulas metélicas.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la sintesis de nanoparticulas metdlicas.
Antecedentes de la invencion

A pesar que la primera sintesis bien documentada de nanoparticulas data del afio 1856, el auge de la nanotecno-
logia ha hecho que el nimero de publicaciones relacionadas con este tema sea muy elevado, principalmente en estos
dltimos afos. De ahi que consideramos adecuado separar los antecedentes de esta invencién en dos grupos: la sin-
tesis propiamente dicha de nanoparticulas o particulas de dimensiones nanométricas, y la sintesis con control de las
dimensiones de las particulas.

Nos centraremos en enumerar los métodos quimicos de sintesis de nanoparticulas metélicas, por su similitud res-
pecto al de la invencién. Estos procesos se basan en la reduccién quimica de una sal metdlica en solucién, dando lugar
a precipitados de metal. Gracias a la presencia de substancias estabilizadoras, se consigue que estos precipitados no
lleguen a alcanzar tamaios criticos que conllevan a la sedimentacién de estos precipitados en la base del reactor. En
resumen, la mayoria de los procesos quimicos de obtencién de nanoparticulas comparten la presencia de tres tipos de
reactivos: la sal metdlica, el agente reductor, y el agente estabilizador de la suspension.

La sintesis de nanoparticulas mas extendida es la sintesis de nanoparticulas de oro por el método del citrato (J.
Turkevich, P. C. Stevenson, J. Hiller, Discuss. Faraday Soc 11, 55-57 (1951)). Una solucién acuosa de una sal de oro y
de citrato de sodio a temperaturas préximas a la ebullicién da lugar a la reduccion de ésta sal de oro a nanoparticulas de
oro. La particularidad de esta sintesis es que el citrato actia como agente reductor, y a la vez, como agente estabilizador
de la dispersién coloidal, por lo que el procedimiento se ve simplificado significativamente. Sin embargo, la calidad
de las nanoparticulas obtenidas es limitada, sobretodo en relacién a su dispersién de tamafio (en una misma sintesis se
pueden obtener nanoparticulas de oro entre 10 y 30 nm).

Para mejorar la dispersion de tamaiio final de nanoparticula, se han desarrollado otros procedimientos de sintesis,
sobretodo cambiando el tipo de reactivos, tanto reductores como estabilizadores, asi como el disolvente. Reductores
potentes como el borohidruro de sodio son usados ampliamente, dando lugar a nanoparticulas de tamafo reducido,
inferior a los 5 nm y con una dispersion de 1-2 nm (M. Brust, J. Fink, D. Bethell, D. J. Schiffrin, C. Kiely, J. Chem.
Soc., Chem. Commun. 1655-1656 (1995)). Alternativas al uso del citrato como estabilizador son las moléculas tipo tiol,
con gran atraccién por metales nobles, como el oro o el paladio, que evitan tanto la agregacién como el crecimiento
de las nanoparticulas. En algunos casos, el uso de estas moléculas implica trabajar en medios no acuosos o en forma
de micelas ((M. Brust, M. Walker, D. Bethell, D. J. Schiffrin, R. Whyman, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 801-802
(1994), ya que las sales metdlicas son solubles tinicamente en agua, y los tioles son solubles tinicamente en fases
orgdnicas. Logicamente estas sintesis implican una complejidad en la preparacion de las nanoparticulas asi como en
el uso final de éstas (filtracién, purificacién, etc). Otros tipos de reductores también han sido utilizados en algunas
ocasiones, como la hidrazina, el ditionito, etc, pero sus resultados no son tan buenos como en el caso del citrato o el
borohidruro.

Los métodos enumerados hasta ahora son procesos genéricos de sintesis de nanoparticulas metdlicas sin ningin
tipo de control sobre el tamafio final de la nanoparticula, siendo éste determinado por el tipo de reactivos y el proceso
de sintesis. Cada método da un tamafio mds o menos reproducible, pero imposible de modificar, ya que depende de
propiedades intrinsecas del método.

La necesidad de sintetizar nanoparticulas con un tamaflo especifico ha obligado el desarrollo de nuevas estrategias.
La més conocida es el crecimiento sucesivo de semillas, donde, partiendo de nanoparticulas de tamafio muy pequeiio,
del orden de 2-5 nm, se hacen crecer hasta alcanzar el tamafio deseado afladiendo nuevas concentraciones de sal meta-
lica al reactor (N. R. Jana, L. Gearheart, C. J. Murphy, Chemistry of Materials 13, 2313-2322 (2001). Las desventajas
de este método son sus multiples etapas de crecimiento, y la necesidad de analizar al final de cada una de las etapas
el tamafio de la particula, para evaluar las condiciones de la siguiente etapa de crecimiento, ya que el tamafio final de
la particula depende del nimero inicial de nicleos usados, un dato indeterminado. Habitualmente en este método las
nanoparticulas iniciales se sintetizan con borohidruro de sodio, y las etapas de crecimiento con dcido ascérbico y la
correspondiente sal metalica.

Recientemente se ha descubierto el efecto que el pH tiene sobre el modelo de crecimiento de las nanoparticulas
en el método del citrato (Xiaohui Ji, Xiangning Song, Jun Li, Yubai Bal, Wensheng Yang, and Xiaogang Peng, J.
Am. Chem Soc 129,-13948 (2007)). Variando el pH es posible obtener nanoparticulas de diferente tamafio, si bien la
calidad que se obtiene depende fuertemente del modelo de crecimiento y, por lo tanto, no es la misma para todos los
tamafios obtenidos.

Métodos mds complejos, y por lo tanto mds orientado a la investigacion cientifica que no industrial, son métodos en
los que se usan moléculas que encapsulan las nanoparticulas e impiden un posterior crecimiento, viéndose su tamafio
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determinado por el tipo de molécula que la recubre. Este tipo de moléculas pueden ser desde tioles a dendrimeros
orgdnicos, siendo muy a menudo necesario el uso de disolventes orgdnicos.

Ninguno de estos procedimientos o documentos da a conocer un procedimiento que permita la obtencién de na-
noparticulas de un metal seleccionado del grupo que consiste en Aq, Pt, Pd y Au de tamafio deseado, de una manera
sencilla, en una sola etapa, y con la utilizacién de, a parte de las sales metdlicas que proporcionan el metal desea-
do, reactivos que estdn facilmente disponibles en el mercado, son inocuos para el medio ambiente y no producen
la presencia de gases potencialmente explosivos (gas H, en la utilizacién de NaBH,, en métodos anteriores). Dicho
procedimiento se desarrolla en solucién acuosa (con las ventajas que esto conlleva), en condiciones de temperatura
suaves con un gasto energético bajo y sin necesidad de un control temporal de la reaccién, es decir, no es necesario un
control periddico de la reaccién mediante la toma de muestras.

Los presentes inventores han observado sorprendentemente que se pueden obtener dichas nanoparticulas metalicas
utilizando dos compuestos potencialmente reductores (citrato y ditionito) en condiciones no previsibles segtin el estado
de la técnica. El control en la concentracion del ditionito permite obtener nanoparticulas metdlicas muy esféricas con
un tamafio de particula y una dispersién perfectamente previsibles. Adicionalmente, la dispersion obtenida es muy
baja.

Mediante este procedimiento se obtienen resultados muy reproducibles y unas soluciones coloidales de nano-
particulas metélicas estables, como minimo, durante 2 meses. Estos pardmetros son muy importantes de cara a una
posterior comercializacién del producto apto para aplicaciones en biotecnologia al ser soluciones acuosas y estar
estabilizadas por ligandos ldbiles que son facilmente intercambiables por moléculas con funcionalidades especifi-
cas para una aplicacién correspondiente, por ejemplo, como marcadores biolégicos o terapias contra el cancer o el
Alzheimer.

Descripcion resumida de la invenciéon

Un objetivo de la presente invencidn es proporcionar un procedimiento para la obtencién de nanoparticulas de un
metal seleccionado del grupo que consiste en Ag, Pt, Pd y Au que comprende las etapas de:

a) preparacion de una solucidn acuosa de una sal metélica y una solucién madre acuosa de sal de citrato, respecti-
vamente;

b) preparacion de una solucién acuosa de sal de ditionito tomando como disolvente parte de la solucién madre
acuosa de sal de citrato obtenida en la etapa a);

c) calentamiento de parte de la solucién madre acuosa de sal de citrato a una temperatura entre 40 y 70°C;

d) mezcla de la solucién de la sal metdlica de la etapa a) con la solucién de la etapa c) una vez alcanzada dicha
temperatura de la etapa c);

e) mezcla de la solucion de ditionito preparada en la etapa b) con la solucién obtenida en la etapa d);

en el que la relacion ditionito:metal se encuentra entre 0,03*n y 2*n, donde n es el estado de oxidacién del metal
de la sal metdlica utilizada.

Dicho procedimiento permite obtener nanoparticulas con un control elevado del tamafio de particula, una distribu-
cién estrecha del tamafio (dispersidad baja) y una solucién coloidal estable con el tiempo.

En particular, dicho metal es oro.

Descripcion de las figuras

La figura 1 muestra imdgenes obtenidas por TEM de diferentes muestras en las que se ha utilizado una concentra-
cién de ditionito de sodio entre 0,015 mM y 0,9 mM.

La figura 2a) muestra una serie de histogramas correspondientes a los experimentos a las diferentes concentraciones
de ditionito de sodio (entre 0,015 mM y 0,9 mM) donde se muestra un control del tamafio final de particula y una
polidispersidad uniforme (inferior o igual a 3 nm). La figura 2b) es un grafico que representa el tamafio de particula
frente a la concentracién de ditionito (en escala logaritmica).

La figura 3 muestra imigenes comparativas obtenidas por TEM y en forma de histogramas del experimento a una
concentracion determinada de ditionito a t = 0 (figura 3a) y a t = 2 meses (figura 3b) para demostrar la estabilidad de
las nanoparticulas.
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Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la obtencién de nanoparticulas de un metal seleccionado
del grupo que consiste en Ag, Pt, Pd y Au, que comprende las etapas de:

a) preparacion de una solucidn acuosa de una sal metélica y una solucién madre acuosa de sal de citrato, respecti-
vamente;

b) preparacion de una solucién acuosa de sal de ditionito tomando como disolvente parte de la solucién madre
acuosa de sal de citrato obtenida en la etapa a);

c) calentamiento de parte de la solucién madre acuosa de sal de citrato a una temperatura entre 40 y 70°C;

d) mezcla de la solucién de la sal metdlica de la etapa a) con la solucién de la etapa c) una vez alcanzada dicha
temperatura de la etapa c);

e) mezcla de la solucion de ditionito preparada en la etapa b) con la solucién obtenida en la etapa d);

en el que la relacion ditionito:metal se encuentra entre 0,03*n y 2*n, donde n es el estado de oxidacién del metal
de la sal metdlica utilizada.

Tal como serd evidente para un experto en la materia, este procedimiento debe realizarse en un reactor que no
contenga piezas metdlicas para evitar reacciones secundarias con la sal metilica.

La sal de citrato que se prepara en la etapa a) puede ser cualquiera de las sales de citrato disponibles comercial-
mente, pero preferiblemente se utiliza citrato de sodio por su disponibilidad y su uso ya conocido en la sintesis de
nanoparticulas.

Por otro lado, se prefiere que la sal de ditionito que se prepara en la etapa b) tenga el mismo contraién que la sal
de citrato, preferiblemente dicho contraién es sodio. De esta manera se pretende evitar la presencia de multiples iones
en la reaccion.

En una realizacién preferida de la presente invencidn, el calentamiento de la etapa c) se realiza a una T que se
encuentra preferiblemente entre 50 y 70°C, més preferiblemente entre 50 y 60°C, lo més preferible aproximadamente
50°C, consiguiendo de este modo un rendimiento éptimo con un gasto energético bajo.

Los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que el intervalo de 40-70°C es éptimo para el pro-
cedimiento de la presente invencién ya que en este intervalo se consigue que el citrato sea capaz de reducir la sal
metdlica permitiendo separar asi los procesos de nucleacién y crecimiento. En los métodos descritos en el apartado de
antecedentes, el citrato sélo era capaz de reducir a temperaturas proximas a la ebullicién del agua (90-100°C) y por
debajo de esta temperatura s6lo actuaba como un estabilizador.

En otra realizacién preferida de la presente invencién, las concentraciones de la sal de citrato y la sal metdlica son
preferiblemente inferiores a 0,1 M, ya que si las concentraciones son bajas (presencia de pocos iones) se favorecerd la
estabilidad de las soluciones con nanoparticulas.

Las cantidades de ditionito de sodio vendrdn limitadas por las proporciones con la cantidad de metal. En general,
cuanto mas concentrada sea la solucién de ditionito de sodio, se consumira mas sal metalica en la nucleacidén, mas
cantidad de nicleos metdlicos estardn presentes en la solucién y mds pequefas serdn las nanoparticulas sintetizadas.

Realizacion mds preferida de la invencion: obtencion de nanoparticulas de oro
El procedimiento de la presente invencion es particularmente til para la obtencién de nanoparticulas de oro.

En este caso, la sal metdlica que se prepara inicialmente en la etapa a) es una sal de Au (III), preferiblemente
HAuCl, o AuCl; o una combinacién de ambas.

En una realizacion particular, para obtener un rendimiento 6ptimo, las concentraciones de las sales de citrato y
de Au (II) se preparan de tal manera que en el momento de la reaccién la proporcion citrato:Au es superior a 1,
preferiblemente entre 5 y 30, més preferiblemente ente 15 y 25, siendo lo mds preferible aproximadamente 20.

En este caso preferido de utilizacion de una sal de oro (III), las nanoparticulas que se obtienen tienen un tamafio de
particula entre 2 y 30 nm con una dispersion del didmetro de las nanoparticulas igual o inferior a 3 nm, preferiblemente
igual o inferior a 2 nm.

Los siguientes ejemplos especificos se proporcionan para ilustrar de manera adicional la invencién y diversas
realizaciones preferidas sin pretender limitar el alcance de la presente invencidn.
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Ejemplos
Preparacion de la solucion acuosa de citrato sédico

En cada experimento se utiliz6 una solucion de citrato de sodio recién preparada. Se disolvieron 0,450 g de citrato
de sodio en 500 mL de agua MilliQ hasta una concentracién de 3 mM y pH = 8,3. Esta solucion se utiliz6 en el reactor
como medio de reaccién y como disolvente para la preparacion de la solucién de ditionito de sodio.

Preparacion de la solucion acuosa de sal de oro (111)

La solucién acuosa de la sal de oro (IIT) se prepar6 a partir de HAuCly y se guardé en la nevera a 4°C lejos de la
luz. Para todos los experimentos se utiliz6 una solucién madre HAuCl, 30 mM.

Preparacion de la solucion acuosa de ditionito de sodio

La solucién de ditionito de sodio se prepar6 justo antes de iniciar el experimento, es decir, con el reactor ya a
la temperatura deseada, para minimizar la posible descomposicién. La solucion se preparé disolviendo la cantidad
necesaria de la sal de ditionito de sodio en 50 mL de la solucién de citrato de sodio 3 mM preparada con anterioridad.
Se prepararon 6 soluciones con una concentracion que variaba entre 90 mM y 1,5 mM a utilizar 1 6 2 minutos después
de su preparacion.

Procedimiento de preparacion de las nanoparticulas

En un matraz de fondo redondo situado sobre un agitador se colocaron 50 mL de la solucién de citrato de sodio.
Se calenté la solucién a 50°C. Una vez alcanzada esta temperatura, se afiadieron al reactor 250 uL de la solucién
acuosa de sal de Au (III) para evitar cualquier reaccién del oro incontrolada mientras el reactor se calienta. Se deja
mezclar durante 1 minuto para asegurar su homogeneidad. A continuacion, se afiadieron 500 uL de la solucién acuosa
de ditionito de sodio al reactor. Dado que se desea que este reactivo produzca una nucleacién brusca, su adicién se
realizé de la manera mas rapida posible y directamente a la solucién de reaccién. Para facilitar esta adicion rdpida y
mejorar la precision en las mediciones del volumen, todos los volimenes mencionados se midieron y afiadieron con
una micropipeta.

En la Tabla 1 se representan el tamafio de particula obtenido para las diferentes concentraciones de ditionito de

sodio utilizadas manteniendo constantes la concentracion de citrato y oro (III).

TABLA 1

Concentraciones v proporciones de los componentes

Concentracidn Didmetro de | Dispersidén Relacidén concentracién|Figqura
de  ditionito|nanoparticula |(nm) de ditionito vs
de sodio (mM) |(nm) concentraciédn de

Au(III)
0,015 23,8 2,39 0,1 la
0,0375 20,5 2,67 0,25 1b
0,075 15,8 2,22 0,5 1c
0,15 13,16 2,01 1 1d
0,30 5,87 2,95 2 le
0,9 2,98 1,05 6 1f
- La concentracién de citrato de sodio se fijé en 3 mM y la de cloruro de oro
(III) en 0,15 mM

Es importante determinar el punto final de la reaccidn, es decir, el consumo total del reactivo limitante, la sal de oro
(III). Obviamente este punto final de la reaccién depende directamente de la concentracién de la solucién de ditionito
de sodio afiadida. Para los experimentos en los que se utilizé concentraciones bajas de este nuevo agente reductor, la
cantidad de oro restante utilizado para el crecimiento es mayor y consecuentemente la reaccién necesita mds tiempo
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para completarse. Se estimé un tiempo final fijo de 4 horas como punto final de todos los experimentos aunque en
algunos casos incluso con 2 horas ya era suficiente. Gracias a la temperatura de trabajo relativamente suave, un exceso
en el tiempo de reaccidén no es perjudicial para las nanoparticulas obtenidas.

Caracterizacion de las nanoparticulas obtenidas

Las nanoparticulas obtenidas se caracterizaron mediante la técnica de Microscopia Electrénica de Transmision
(TEM o MET). Esta técnica es especialmente adecuada para determinar la forma, tamafio y polidispersidad de las
nanoparticulas con una tinica muestra.

Para preparar la muestra se coloc6 una gota de la suspension coloidal que contenia las nanoparticulas sobre una
rejilla especial de cobre de TEM. Estas rejillas estan recubiertas por una capa organica extremadamente delgada que
sustenta las nanoparticulas y permite su observaciéon mediante la transmision de electrones a través de la nanoparticula
y la capa delgada. Debido a la mayor electrodensidad del oro con respecto a la capa orgdnica, las nanoparticulas se
pueden observar claramente y caracterizarse.

Las nanoparticulas obtenidas muestran una morfologia generalmente esférica, ademds de una monodispersion
en el tamafio y la forma. Ademds, mediante esta sintesis se consigue una presencia muy baja de agregados y las
nanoparticulas se encuentran principalmente aisladas. Estos resultados se atribuyen a la accién de la concentracién de
citrato de sodio en exceso, lo cual proporciona una estabilidad elevada de la dispersién coloidal de nanoparticulas de
oro a pesar de que parte de este reactivo se utiliza en la etapa del crecimiento.

En la figura 1 se muestran las imdgenes de TEM de las nanoparticulas obtenidas tal como se ha descrito ante-
riormente. En primer lugar, se observa claramente que en todos los casos la forma de la nanoparticula se mantiene
constante, es decir basicamente esférica, y solo se observa un ligero incremento de las agregaciones a concentraciones
mds elevadas de ditionito de sodio, es decir, cuando coexisten un mayor nimero de nanoparticulas. Todas las image-
nes mostradas se encuentran a la misma escala, para facilitar su comparacién, excepto la figura 1f, que requiere una
mayor ampliacién. La figura la corresponde a la muestra de menor concentracién de ditionito (por tanto las nanopar-
ticulas mds grandes) y la figura 1f corresponde a la muestra con mayor concentracién de ditionito, y por lo tanto, las
nanoparticulas mds pequefas.

En la figura 2a) se representan los histogramas correspondientes a cada una de las muestras utilizadas para la figura
1 (véase también la tabla 1 anterior), donde se representan el nimero de particulas para cada tamafio. De este modo,
es mas ficil realizar la lectura del tamafio promedio y el grado de polidispersion de las nanoparticulas presentes. Se
puede observar una polidispersidad baja uniforme inferior o igual a 3 nm, lo cual indica un alta reproducibilidad en
la etapa de nucleacién que corresponde a la reaccion con ditionito de sodio y la sal de oro. Tal como se esperaba al
aumentar la concentracién de ditionito se reducia el tamafio de particula, demostrando asi que es posible seleccionar
el tamafio final de las nanoparticulas mediante la concentracion de ditionito afiadido. Al saber la concentracion exacta
de ditionito, y manteniendo constante la sal metdlica (oro en este caso), se puede calcular el metal restante que no
reacciona en la etapa de nucleacién y, por tanto, que se consume en la etapa de crecimiento. La figura 2b) representa
la relacién observada entre la concentracion de ditionito y el tamafio de particula (a escala logaritmica).

Se repitieron los experimentos varias veces para determinar el grado de reproducibilidad de las nanoparticulas sin-
tetizadas y se observé que era de alrededor del 90%. Ademas, la distribucién de tamafio también es sorprendentemente
reproducible. Dado que este pardmetro estd estrechamente relacionado con la nucleacién tal como se ha explicado an-
teriormente, se puede asumir que el uso del ditionito como reductor es la mejor eleccidn y las posibles reacciones
secundarias o subproductos de este reactivo son negligibles.

Pruebas de estabilidad

Dado que las nanoparticulas obtenidas mediante el procedimiento de la presente invencién pueden ser objeto de
uso industrial, es necesario que estas nanoparticulas presenten cierta estabilidad.

Se mantuvieron todas las muestras a 4°C y sin contacto con la luz para aumentar su estabilidad con el tiempo.
Durante mds de dos meses en estas condiciones no aparecié ningin precipitado en el fondo del matraz, siendo por
tanto estable frente a la agregacién (la manera mds habitual de inestabilidad). El exceso de citrato de sodio que se
utiliza en la presente invencién ayuda a esta estabilidad elevada.

Al cabo de dos meses se realizaron observaciones tanto visuales, por espectro de absorcién UV-visible y TEM sin
observar cambios en el tamafio o la forma de las nanoparticulas, ni agregacién. Véase la figura 3 (las concentraciones
corresponden a las de la figura 1d).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la obtencion de nanoparticulas de metal seleccionado del grupo que consiste en Ag, Pt, Pd
y Au, que comprende las etapas de:

a) preparacion de una solucién acuosa de una sal metédlica y una solucién madre acuosa de sal de citrato,
respectivamente;

b) preparacion de una solucién acuosa de sal de ditionito tomando como disolvente parte de la solucién madre
acuosa de sal de citrato obtenida en la etapa a);

¢) calentamiento de parte de la solucién madre acuosa de sal de citrato a una temperatura entre 40 y 70°C;

d) mezcla de la solucioén de la sal metdlica de la etapa a) con la solucién de la etapa c) una vez alcanzada
dicha temperatura de la etapa c);

e) mezcla de la solucién de ditionito preparada en la etapa b) con la solucién obtenida en la etapa d);
en el que la relacién ditionitormetal se encuentra entre 0,03*n y 2*n, donde n es el estado de oxidacién del metal
de la sal metalica utilizada.
2. Procedimiento segtn la reivindicacién 1, en el que dicha sal de citrato es citrato sédico.

3. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que dicha sal de ditionito tiene el mismo
contraién que la sal de citrato, preferiblemente dicho contraién es sodio.

4. Procedimiento, segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la T de la etapa c) se encuentra
preferiblemente entre 50 y 70°C, més preferiblemente entre 50 y 60°C, lo més preferible aproximadamente 50°C.

5. Procedimiento, segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las concentraciones de la sal de
citrato y la sal metdlica son preferiblemente inferiores a 0,1 M.

6. Procedimiento, segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho metal es Au y la sal metélica
es una sal de Au (III), preferiblemente HAuCl, o AuCl; o una combinacién de ambas.

7. Procedimiento, seglin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las proporciones citrato:Au es
superior a 1, preferiblemente entre 5 y 30, més preferiblemente ente 15 y 25, siendo lo mds preferible aproximadamente
8. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que si el metal es oro la dispersién del

didmetro de las nanoparticulas es igual o inferior a 3 nm, preferiblemente igual o inferior a 2.

9. Procedimiento, segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que si el metal es oro las nanoparticulas
tienen un tamafio de particula entre 2 y 30 nm.
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
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Base de la Opinion:
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200930080

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
DO1 Materials Chemistry and Physics Vol.108 paginas 45-54. 15-03-2008
D02 Materials Letters Vol.58 paginas 2032-2026. 15-05-2004
D03 ES 2117628 T3 16-08-1998
D04 Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry Vol.196 25-12-2008

paginas 174-179.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la presente invencién es un procedimiento de obtencién de nanoparticulas metalicas basado en el uso simultaneo
de dos compuestos potencialmente reductores citrato y ditionito.

En el documento D01 se estudia el efecto del pH sobre la morfologia de nanoparticulas de oro obtenidas mediante una
reduccion con citrato. Dicha obtencion comprende preparar una solucién al 1% en peso de citrato, ajustando el valor de pH
deseado, su calentamiento hasta alcanzar 90°C y su adiciéon inmediata sobre 100ml de una disolucién acuosa que se encuentra
a 100°C y que contiene 112mg de tetracloraurato potasico. Se mantiene la temperatura a 100°C y se realizan adiciones
periddicas de agua hirviendo para mantener el volumen constante. De este modo, se comprueba como modificando los valores
de pH es posible controlar las la distribucion de los tamafos y en menor medida la morfologia de las nanoparticulas de oro
(apartados 2-4).

En el documento D02 se estudia el efecto de un tratamiento criogénico sobre el tamafio de las nanoparticulas de oro obtenidas
a partir de la reduccion simultanea con citrato y acido tanico. Se comprueba como la presencia del acido tanico evita la
agregacion de las nanoparticulas de oro. Sin embargo, estas experimentan una reduccion considerable en su tamario pasando
de 17nm a 4nm (apartado 3).

El documento D03 describe un método para producir nanoparticulas de soles metalicos con un margen de tamafos selecciona-
dos. Dicho procedimiento comprende reducir una solucién que contiene un metal y un agente estabilizador (entre otros citrato)
con un primer agente reductor (entre otros citrato de sodio) para formar nlcleos metdlicos y mezclar los nicleos metélicos
formados en la etapa anterior con una solucion que contiene dicho metal y un segundo agente reductor para formar particulas
de sol metélico (pagina 2, lineas 14-31; pagina 3, lineas 10-20; pagina 7, lineas 1-10; ejemplo 4, reivindicaciones 1,2,6).

El documento D04 divulga un método de obtenciéon de nanoparticulas de oro a partir de la formaciéon con Triton X-100 de
micelas inversas y su reduccion con ditionito. Se comprueba como en ausencia del co-surfactante n-hexanol se obtienen
nanoparticulas que presentan un tamano menor y con mayor homogeneidad (apartado 4).

Ninguno de los documento D01-D04 divulga un procedimiento de obtencién de nanoparticulas metalicas que comprenda
una estabilizacién de las mismas con citrato y una reduccién con citrato y ditionito. De este modo, mediante el control de
la concentracién de ditionito, se obtienen nanoparticulas metalicas con un tamario de particula y una dispersion previsibles.
Ademas, no seria obvio para un experto en la materia el desarrollo de dicho procedimiento a partir de los documentos citados.

En consecuencia, se considera que el objeto de la reivindicaciones 1-9 es nuevo e implica actividad inventiva tal y como
establecen los Articulos 6.1y 8.1 de la L.P.
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