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@Resumen:

Nuevo procedimiento para la obtencion de materiales
compuestos, constituidos por una matriz silicea,
mediante sonocatdlisis, utilizando como catalizador un
extracto de hojas de geranio (Pelargonium Zonale),
gue contiene nanoparticulas de oro biosintetizadas
mediante dicho extracto, siguiendo el procedimiento
descrito en la adicion (P201300240) solicitada a la
patente ES2364914. La inclusién de las
nanoparticulas en el interior del material modifica la
naturaleza del material reticulado y uniformiza la
distribucion de las nanoparticulas, facilitando la
incorporacién de nuevos modificante en la superficie
del material (cross-linking) tales como tioles, enzimas,
etc.

También se reivindica en esta solicitud el uso de este
material en la fabricacion de sensores y biosensores
amperomeétricos modificados, asi como el uso de este
material como agente bactericida.
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DESCRIPCION

Procedimiento de fabricacion de materiales mediante tecnologia sonogel catalizada por
extractos vegetales y material obtenido por el mismo.

Sector de la técnica
La presente invencién describe:

1. Un método nuevo para la obtencion de materiales constituidos por una matriz silicea
que incluye en su seno nanoparticulas de oro biosintetizadas y grafito.

2. Un procedimiento de obtencién de un material compuesto de matriz silicea, mediante
sonocatalisis, utilizando como catalizador un extracto vegetal que contiene
nanoparticulas de oro biosintetizadas mediante dicho extracto.

3. El uso de este material en la fabricacion de sensores y biosensores amperométricos
modificados.

4. El uso de este material en su utilizacion como bactericida.
Estado de la técnica

La fabricacion del material objeto de la invencién incluye la utilizaciéon de dos tecnologias
desarrolladas en los ultimos afios: por un lado, la sonocatalisis aplicada a la tecnologia
sol-gel con la obtencién de sonogeles y por otro, la sintesis de nanoparticulas de oro.

El método sol-gel consiste basicamente en la formacién de redes tridimensionales
compuestas por elementos inorganicos a través de dos reacciones quimicas simultaneas:
hidrélisis y condensacidn. La primera etapa es la hidrolisis del alcoxido precursor a baja
temperatura, que puede ser catalizada por medio de un acido o una base, obteniéndose
una suspension de particulas coloidales denominada sol, con la formacién de grupos
silanoles (Si-OH) vy la liberacion del alcohol correspondiente. La policondensacion de los
grupos silanoles, al irse eliminando el agua y el alcohol, forma una estructura
tridimensional unida por enlaces siloxanos (Si-O-Si) denominada gel. Todo el proceso
descrito se realiza a temperatura ambiente, siendo ésta una de las caracteristicas del
método. Las ventajas que pueden obtenerse del proceso sol-gel para la sintesis de
materiales son la gran variedad de estructuras que se pueden obtener y la posibilidad de
incorporar en su interior diversas especies, lo que determinan diferentes y mudltiples
aplicaciones.

La utilizacién de ultrasonidos de alta potencia constituye una alternativa para sintetizar
geles basada en la sonocatdlisis que evita el uso del disolvente y proporciona materiales
con caracteristicas especiales llamados "sonogeles" (Esquivias, L. and Zarzycki, J., in
Current Tapies on Non-Crystalline solids, M.D. Bar6é and M. Clavagueras Eds., World
Scientific (1986) 409) (L. Esquivias and J. Zarzycki, Ultraestructure Procesing of
advances materials, Ullman D.R., Ulrich D.R., Eds.; John Wiley & Sons, Inc., New York
1988, p 255).

En las Ultimas décadas, las nanoparticulas metalicas y muy especialmente las de oro,
han sido ampliamente utilizadas en diversos tipos de sensores y biosensores. Las AuNPs
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tienen la capacidad de producir la inmovilizacion de biomoléculas reteniendo su
bioactividad, esta es una de las mayores ventajas para su utilizaciébn en biosensores.
Debido a sus inusuales propiedades, el papel de las nanoparticulas de oro ha sido
multiple, destacando entre otros la inmovilizacién y el marcado de biomoléculas (Y. Zhuo,
R. Yuan, Y. Q. Chai, D. P. Tang, Y. Zhang, N. Wang, X. L. Li, Q. Zhu, Electrochem
Commun., 7 (2005) 355) (D. T. Nguyen, D.-J. Kim, K.-S. Kim Micron, 42 (2011) 207), la
catalisis de reacciones (J. Ftouni, M. Penhoat, J. S. Girardon, A. Addad, E. Payen, C.
Rolando, Chem. Eng. J. 227 (2013) 103), la mejora de la transferencia electronica directa
(S. Liu, D. Leech, H. Ju, Anal. Lett.,, 36 (2003) 1), la funcionalizacion de su superficie
mediante entrecruzamiento (E. Chow, T. R. Gengenbach, L. Wieczorek, B. Raguse,
Sensors Act. B: Chem., 143 (2010) 704) (P. V. Baptista, G. Doria, P. Quaresma, M.
Cavadas, C. S. Neves, . Gomes, P. Eaton, E. Pereira, R. Franco Prog. Mol. Biol Transl.,
104 (2011) 427), etc. Por otro lado también son destacables las propiedades bactericidas
y antimicrobianas de las nanoparticulas (R. Guerra, E. Lima, A. Guzman Microp. Mesop.
Mat. 170 (2013) 62), que en este caso se encuentran potenciadas por la presencia de las
biomoléculas que provienen del extracto vegetal con el que han sido sintetizadas.

Descripcion de lainvencion

El objeto de esta solicitud de patente lo constituye un procedimiento nuevo para la
obtencion de materiales constituidos por una matriz silicea que incluyen en su seno
nanoparticulas de oro biosintetizadas y grafito, los materiales obtenidos por el citado
procedimiento y los usos del mismo.

En este procedimiento se utiliza la sonocatdlisis, basada en el empleo de ultrasonidos de
alta potencia sobre la mezcla precursora alcoxido-agua. En la fase inicial se obtiene un
sol, utilizando como catalizador un extracto vegetal que contiene nanoparticulas de oro
biosintetizadas mediante dicho extracto, siguiendo el procedimiento descrito en la adicién
(P201300240) solicitada a la patente ES2364914. Posteriormente se afiade grafito de alta
pureza y grado espectroscépico, obteniendo, tras el proceso de gelificacion y secado, un
material compuesto sonogel

Como se ha apuntado anteriormente, la introduccién de nanoparticulas de oro en el
interior del material sonogel se lleva a cabo utilizando como catalizador del proceso una
disolucién de nanoparticulas de oro en el extracto vegetal que se ha utilizado para su
sintesis. El valor de pH de las nanoparticulas de oro, impide la gelificacion del material
Sonogel, por tanto su introduccion en el interior del mismo no es viable. Las
nanoparticulas introducidas en la sintesis del Sonogel utilizando como vehiculo el
extracto vegetal con el que han sido obtenidas, tienen un pH mas acido (entre 2,20 y
2,30) que permite la sintesis del Sonogel. Por otro lado, mediante el procedimiento
presentado, incluyendo la nanoparticulas en el proceso previo a la insonacion, las
nanoparticulas quedan distribuidas uniformemente en el seno del material, haciendo que
su superficie sea facilmente renovable conservando su composicion, estructura y
propiedades.

Las nanoparticulas de oro incluidas en el interior del material se han sintetizado siguiendo
el procedimiento descrito en la adicién (P20 1300240) solicitada a la patente ES2364914

(L.M. Cubillana Aguilera, M. Franco Romano, M.L.A. Gil Montero, I. Naranjo Rodriguez,
J.L. Hidalgo Hidalgo de Cisneros and J.M. Palacios Santander, Ultrason. Sonochem., 18
(20 11) 789). Este procedimiento permite sintetizar nanoparticulas de oro partiendo de
una disolucién acuosa de un oxoacido u oxisal de oro, utilizando extracto de geranio
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(Pelargonium Zonale) como agente reductor y estabilizador, mediante la utilizacion de
ultrasonidos de alta potencia.

El procedimiento de fabricacion de materiales mediante tecnologia sonogel catalizada por
extractos vegetales propuesto comprende al menos las siguientes etapas:

* Mezcla de metiltrimetoxisilano (MTMOS) con una disolucion coloidal de
nanoparticulas de oro sintetizadas a partir de extractos vegetales.

e Insonacién de la mezcla anterior durante 10 segundos y obtencion del sol.

»  Adicion de grafito de alta calidad y grado espectroscépico.

¢ Rellenado del molde o del capilar (en el caso de sensores).

e Secado durante un tiempo minimo de cuatro horas y obtencién del material sonogel.

La novedad de la invenciébn que se presenta reside en los siguientes aspectos
principales:

* Inclusion de nanoparticulas de oro en el interior de la estructura del sonogel, °
utilizando como vehiculo el extracto vegetal con el que se han obtenido, lo que
simultdneamente modifica la naturaleza del material reticulado y uniformiza la
distribucion de las nanopatrticulas.

» Utilizaciébn de un extracto vegetal en la sonocatalisis del sonogel, confiriendo un
caracter mas ecologico al proceso mediante la sustitucion del acido mineral por un
catalizador bioorganico.

« Renovacién de la superficie del material sin que se produzca un cambio en sus
propiedades.

e Facilidad para incorporar nuevos modificantes en la superficie del material mediante
entrecruzamiento (cross-linking) tales como tioles, enzimas, etc.

»  Disminucién de los tiempos de gelificacion y secado del material.

En el caso de la utilizacién para la fabricacion de electrodos, aumento de la superficie de
respuesta, la sensibilidad electroquimica y disminucion de la corriente capacitiva con
respecto a otros materiales de electrodo.

Modo de realizacion de la invencion
Aparatos, materiales y reactivos

La insonacion se llevé a cabo con un generador de ultrasonidos de alta potencia
SONICATOR 4000 (Misonix Inc., Farmingdale, NY), que opera a 20 kHz con una potencia
méaxima de 600 W y esta equipado con una punta de titanio de media pulgada de
didmetro. Aungue la potencia maxima de salida del instrumento es de 600 W, en ningun
momento, durante el proceso, se llegan a alcanzar potencias superiores a los 25 W.
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Se utilizaron los siguiente reactivos:
e Metiltrimetilsiloxano (MTMOS) (Merck).
»  Grafito de grado espectroscépico (GMBH).

» Disolucion coloidal de nanoparticulas de oro en extracto de hojas de geranio
(Pelargonium Zonale) utilizado para su sintesis, siguiendo el procedimiento descrito
en la adicién solicitada a la patente P201000284.

Procedimiento de preparacion del material

a) En un recipiente de vidrio se adicionan 600 uL de metiltrimetoxisilano (MTMOS) y
50 pL de una disolucion coloidal de nanoparticulas de oro, sintetizadas a partir del
extracto de hojas de geranio (Pelargonium Zonale), segun el procedimiento descrito
en la adicién (P201300240) solicitada a la patente ES2364914.

b) A continuacion, protegido por una camisa de agua con el fin de dispersar la energia
sobrante suministrada, se introduce en el recipiente la sonda del generador de
ultrasonidos, de forma que la punta quede levemente introducida en la muestra, y se
procelde a la insonacion durante 10 segundos, comunicandole una energia de 0.083
J-mL".

c) Como resultado de la hidrélisis se obtiene la fase sol, a la que se le afladen 600 mg
de grafito, homogeneizando el conjunto. Posteriormente, comienza el proceso de
gelificacién. En este momento, el material adopta cualquier forma deseada con la
utilizacién de un molde o bien se puede utilizar para la obtenciéon de electrodos,
rellenando capilares de vidrio.

d) El proceso de secado es de al menos cuatro horas.
Aplicacion industrial

Actualmente, la investigacion cientifica encaminada hacia la fabricacion de nuevos
materiales presenta una elevada demanda. En este caso, la incorporacién de
nanoparticulas de oro biosintetizadas puede dar lugar a diversas aplicaciones. Estas
aplicaciones pueden llevarse a cabo tanto mediante el empleo directo del material en si,
como para la fabricacion de sensores y biosensores adaptados a una amplia gama de
muestras de interés de muy diverso tipo: biolodgico, agroalimentario, medioambiental, y un
amplio etcétera. En este caso, ademds, la incorporacion de nanoparticulas metalicas
mediante un proceso de biosintesis podria permitir la aplicacion del material fabricado
como bactericida, con el valor afiadido que el extracto de geranio pueda aportar de forma
sinérgica.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de fabricacion de materiales mediante tecnologia sonogel catalizada por
extractos vegetales caracterizado porque dicho extracto presenta un pH comprendido
entre 2,20 y 2,30, que actia como vehiculo para la introducciéon en el sonogel de
nanoparticulas de oro biosintetizadas, permitiendo la gelificacién del material sonogel.

2. Procedimiento de fabricacién de materiales mediante tecnologia sonogel catalizada por
extractos vegetales, segun reivindicaciéon 1, que comprende al menos las siguientes
etapas:

e Mezcla de metiltrimetoxisilano (MTMOS) con una disolucién coloidal de
nanoparticulas de oro sintetizadas a partir de extractos vegetales.

* Insonacioén de la mezcla anterior durante 10 segundos y obtencién del sol.

*  Adicion de grafito de alta calidad y grado espectroscopico.

¢ Rellenado del molde o del capilar (en el caso de sensores).

»  Secado durante un tiempo minimo de cuatro horas y obtencion del material sonogel.

3. Procedimiento de fabricacion de materiales mediante tecnologia sonogel catalizada
por extractos vegetales segun reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque el
extracto vegetal empleado es preferentemente extracto de hojas de geranio
(Pelargonium Zonale).

4. Material obtenido mediante el procedimiento descrito en reivindicaciones 1 a 3,
caracterizado por estar constituidos por una matriz silicea que incluye en su interior
nanoparticulas de oro biosintetizadas y grafito.

5. Material obtenido mediante el procedimiento descrito en reivindicaciones 1 a 3,
caracterizado porque la inclusién de las nanoparticulas de oro modifica la naturaleza del
material reticulado, quedando inmovilizadas en su interior con una distribucién uniforme,
dotandolo de su bioactividad.

6. Material obtenido mediante el procedimiento descrito en reivindicaciones 1 a 3,
caracterizado porque la inclusion de nanoparticulas de oro en el interior del material,
permite la incorporacion de agentes modificantes en la superficie del material "cross-
linking" tales como tioles, enzimas, etc.

7. Uso del material segun reivindicaciones 1-6, para la construccién de sensores y
biosensores amperométricos modificados.

8. Uso del material segun reivindicaciones 1-6 como agente bactericida.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201300757

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 04.07.2014

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-8

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201300757

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 AJAERO, Chukwuemeka, et al. Sensors and Actuators B: 2012
Chemical, vol. 171, p. 1244-1256

D02 FENG, Qingliang, et al. Sensors and Actuators B: Chemical, 17 Julio 2013 [online]
vol. 185, p. 337-344.

D03 ZHANG, Yulie, et al. Chinese Science Bulletin, vol. 57, no 23, 2012
p. 3086-3092.

D04 SHANKAR, S. Shiv, et al. Journal of Materials Chemistry, vol. 13, 2003
no 7, p.1822-1826.

2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién 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 fabricacion de materiales mediante tecnologia sonogel catalizado
por extractos vegetales y material obtenido por el mismo.

En el documento DO1 se estudia la actividad electrocatalitica de diferentes nanoparticulas de oro utilizando una material
sonogel-carbono como electrodo soporte. Dichas nanoparticulas se obtienen por el método Turkevitch y por ultrasonidos de
alta potencia y se depositan sobre el electrodo sonogel carbono mediante la técnica de "drop casting” (apartado 2).

El documento D02 describe la sintesis de un nanocomposite formado por nanoparticulas de oro, grafeno y nanotubos de
carbono multipared funcionalizados con grupos -COOH para la determinacion de bilirrubina en suero sanguineo.

Se obtienen las nanoparticulas de oro in-situ sobre la superficie de un composite formado por el grafeno y la nanotubos de
carbono multipared (apartado 2.2).

En el documento D03 se estudia la alta conductividad de un material formado por un nanocomposite de grafeno al que se
unen covalentemente nanoparticulas de oro. Dicho material se obtiene a partir de la mezcla de 6xido de grafeno vy las
nanoparticulas de oro en dimetilsulfoxido y la aplicacion de ultrasonidos (apartados 1.2-1.4).

El documento D04 describe la sintesis de nanoparticulas de oro basada en el uso de hojas de geranio (Experimental
Details).

Se considera que los documentos D01-D04 constituyen el estado de la técnica mas cercano. Ninguno de estos documentos
divulga un procedimiento de obtencién de un material mediante sonogel catalizada por un extracto vegetal que presenta un
pH=2,20-2,30. Asi como tampoco un material que comprenda una matriz silice que incluya en su interior nanoparticulas de
oro biosintetizadas y grafito.

Asi el objeto de las reivindicaciones 1-8 es, con referencia a las documentos citados, nuevo e implica actividad inventiva
(Articulos 6.1y 8.1)
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