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@Resumen:

Nanofibras de polimeros aromaticos conjugados con
capacidad antimicrobiana fotoactivada para aplicacion
en superficies fotodesinfectables.

La presente invencién se refiere un material
antimicrobiano polimérico nanoestructurado formado
por nanofibras de polimeros conjugados aromaticos y
gue es activado con luz, contra la proliferacion de
bacterias tanto grampositivas como gramnegativas y
evitando la formacién de biopeliculas, asi como su
fabricacion y aplicacion. Dichas nanoestructuras
ejercen accién antibacteriana fotoactivada tanto en
suspensiones como en recubrimientos sobre
diferentes soportes producidos por métodos
convencionales tales como pulverizaciéon, o
recubrimiento por inmersién. La presente invencion se
encuadra dentro del sector de la tecnologia de
materiales, en el subsector de materiales para el
control de la proliferacion microbiana y con aplicacion
en superficies limpias para la industria biomédica y
alimentaria.
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DESCRIPCION

NANOFIBRAS DE POLIMEROS AROMATICOS CONJUGADOS CON CAPACIDAD
ANTIMICROBIANA FOTOACTIVADA PARA APLICACION EN SUPERFICIES
FOTODESINFECTABLES

La presente invencion se refiere un material antimicrobiano polimérico nanoestructurado
formado por nanofibras de polimeros conjugados aromaticos y que es activado con luz,
contra la proliferacién de bacterias tanto grampositivas como gramnegativas y evitando
la formacion de biopeliculas, asi como su fabricacion y aplicacion. Dichas
nanoestructuras ejercen accién antibacteriana fotoactivada tanto en suspensiones como
en recubrimientos sobre diferentes soportes producidos por métodos convencionales
tales como pulverizacion, o recubrimiento por inmersién. La presente invencion se
encuadra dentro del sector de la tecnologia de materiales, en el subsector de materiales
para el control de la proliferacion microbiana y con aplicacion en superficies limpias para

la industria biomédica y alimentaria.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Debido al incremento de la resistencia a los antibiéticos, y el riesgo que esto supone
para la salud publica, se precisan nuevas estrategias antimicrobianas. Los polimeros
biocidas poseen importantes ventajas en comparacion con los antibiéticos tradicionales,
tales como sintesis de bajo coste, buena estabilidad quimica, y adecuada solubilidad o
dispensabilidad en agua. Ademas, es posible prepararlos de forma que no liberen
productos téxicos, lo cual supone una ventaja muy importante para su aplicacién en el
campo de biomedicina. Se ha referido la preparacion de nanoparticulas poliméricas de
tamanos en el rango de 10- 1000 nm con diversas morfologias incluyendo nanoesferas
0 nanocapsulas en las que ciertos farmacos o compuestos antimicrobianos pueden ser
disueltos, encapsulados o unidos de diversas formas a la nanoparticula con el objetivo

de ser liberado en condiciones especificas, mejorando asi su eficacia y selectividad.

También, se ha determinado que dispersiones coloidales de polianilina estabilizada con

polimeros tales como poli(vinil alcohol), poli(vinil acetato), polietilenglicol o

polivinilpirrolidona inhiben la proliferacion de Escherichia coli y Staphylococcus aureus

concentraciones de 3.5 g L-1y 8.5 g L—1, respectivamente. Otros autores han medido
2
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concentraciones de inhibicion similares para materiales basados en polianilina.

Los polimeros conjugados nanoestructurados constituyen una nueva generacién de
materiales con una conductividad eléctrica relativamente elevada y gran superficie
especifica lo que los hace adecuados para aplicaciones relacionadas con la conversion
de energia y la catalisis. Se han descrito recientemente nanoparticulas de polimeros
conjugados funcionalizadas con moléculas con capacidad de absorcién de radiacion
visible que se utiliza para la liberacion controlada de farmacos que se liberan al ser

irradiados.

Es conocido el uso de fotocatalizadores basados en semiconductores como materiales
antimicrobianos es un area conocida y se considera una tecnologia sostenible para
evitar la proliferacién de diversos microorganismos tales como bacterias, virus, hongos
o levaduras empleado la luz solar, sin embargo la posibilidad de utilizar la capacidad de
fotoactivacion de nanoparticulas o nanoestructuras basadas en polimeros conjugados

para producir materiales biocidas o antimicrobianos no se ha estudiado previamente.

No se conocen ejemplos de inactivacion bacteriana o de inhibicién de la formacion de
biopeliculas utilizando nanofibras de polimeros conjugados activadas con luz como las

que se proponen en esta invencion.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un material caracterizado por
que es un solido pulverulento, donde dicho sdlido esta formado por nanofibras de
longitud de entre 1 um y 2 um y de un didmetro de entre 20 nm y 80 nm, donde dichas
nanofibras son de un polimero conjugado aromatico y donde dichas fibras se encuentran
crecidas aleatoriamente en las tres direcciones del espacio formando agregados de
dichas nanofibras entrecruzadas y/o entrelazadas entre si en las tres dimensiones del

espacio.

En la presente invencién se entiende por “sdlido pulverulento” a cualquier material que

tiene aspecto de polvo o en estado de polvo.

En la presente invencién se entiende por “polimero conjugado aromatico” a aquellos
polimeros cuya unidad de repeticion basica comprendan un sistema conjugado

monociclico y plano que contiene (4n + 2) 1r-electrones para numeros enteros n son
3
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aromaticos y exhiben una estabilidad inusual, y en los que alguno de los carbonos que
forman dicho ciclo puede estar sustituido por un heteroatomo y donde en la presente
invencion los polimeros conjugados aromatico son, sin limitarse, poli(3,4-

etilendioxitiofeno), polianilina, poli(2-metilanilina) y poli(3-isobutilanilina).

En la presente invencion se entiende por “nanofibras entrecruzadas” a cualquier
disposicién de las nanofibras en las que estan dispuestas en el espacio unas sobre otras
en cualquier direccién del espacio donde una nanofibra pasa al menos una vez por
arriba de una primera nanofibra y al menos una vez por debajo de una segunda

nanofibra.

En la presente invencion se entiende por “nanofibras entrelazadas” a cualquier
disposicién de las nanofibras en las que estan dispuestas en el espacio unas sobre otras
en cualquier direccidon del espacio donde una nanofibra pasa al menos una vez por

arriba y por debajo de una primera y/o segunda nanofibra.

Dicho material al ser irradiados por luz ultravioleta de baja energia (longitud de onda
comprendida entre 315 y 400 nm) muestran actividad antimicrobiana. Dicha actividad se
manifiesta en una inhibicion de la capacidad de formacién de colonias de bacterias
grampositivas (por ejemplo, Staphylococcus aureus) y gramnegativas (por ejemplo,
Escherichia coli). El efecto de la irradiacion de los materiales se debe a la formacion de
especies oxidantes capaces de interactuar con las envueltas celulares bacterianas y
alterar el metabolismo celular, lo que conduce a la disminucion de la actividad

enzimatica y a la muerte celular.

En una realizacién preferida los polimeros conjugados aromaticos estan seleccionados
de entre aromaticos heterociclicos y homociclicos. En una realizacion mas preferida el
aromatico es homociclico y el polimero se selecciona de entre polianilina, poli(2-
metilanilina), poli(3-isobutilanilina), poli(acido 2-anilinesulfonico) y poli(acido 3-

anilinesulfonico).

En otra realizacion mas preferida el aromatico es heterociclico y el polimero se
selecciona de entre poli-3,4-etilendioxitiofeno, poli(3-metil-4-metoxitiofeno), poli(3-metil-
4-etoxitiofeno), poli(3-carboxitiofeno), poli(3-metil-4-carboxitiofeno), poli(3-metil-4-

carboxietiltiofeno) y poli(3-metil-4-carboxibutyltiofeno). En una realizacion todavia mas
4
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preferida el aromatico heterociclico es poli-3,4-etilendioxitiofeno, para el que la eficacia
antimicrobiana es mayor en el caso de que la bacteria sea grampositiva, por ejemplo, S.
aureus con un 99,5 % de reduccion en el nUmero de colonias viables frente a un 95 %

para E. coli.

Otro aspecto de la invencién es el procedimiento de obtencién del material
antimicrobiano segun las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que comprende las
siguientes etapas
a) disolver 0,005-0,05 M de un surfactante cationico, preferiblemente bromuro
de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), en HCI acuoso en concentracion de
entre 0,8 My 1,2 M, y posteriormente afadir a la disolucion obtenida 0,01-
0,1 M de persulfato de amonio como iniciador;
b) mantener la disolucion obtenida en el paso (a) a una temperatura de entre 1
°C y 10 °C durante un tiempo de entre 5 min y 25 min;
c) anadir a la disolucion obtenida en la etapa (b) el monémero seleccionado de
entre aromatico heterociclico y homociclico en una concentracion de entre 1
My 2 M, durante un tiempo de entre 20 h y 30 h, a una temperatura de entre
1°Cy10°C;
d) filtrar el solido obtenido en la etapa (c), y lavar al menos una vez con un

disolvente polar, seleccionado de entre agua destilada, etanol, metanol.

En una realizacion preferida del procedimiento de la presente invencion, el monémero
de la etapa (c) es un aromatico heterociclico seleccionado de entre 3,4-
etilendioxitiofeno, (3-metil-4-metoxitiofeno), (3-metil-4-etoxitiofeno), (3-carboxitiofeno),

(3-metil-4-carboxitiofeno), (3-metil-4-carboxietiltiofeno) y (3-metil-4-carboxibutyltiofeno).

En otra realizacion preferida del procedimiento de la presente invencién, el mondmero
de la etapa (c) es un aromatico homociclico seleccionado de entre polianilina, poli(2-
metilanilina), poli(3-isobutilanilina), poli(acido 2-anilinesulfonico) y poli(acido 3-

anilinesulfonico).

Un tercer aspecto de la presente invencion es el uso del material descrito anteriormente

en la presente como antimicrobiano e inhibidor de biopeliculas.

En la presente invencion se entiende por “biopelicula” a cualquier ecosistema
5
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microbiano organizado, conformado por una o varias especies de microorganismos
asociados a una superficie viva o inerte, con caracteristicas funcionales y estructuras
complejas. Este tipo de conformacién microbiana ocurre cuando las células plancténicas
se adhieren a una superficie o sustrato, formando una comunidad, que se caracteriza

por la excrecién de una matriz extracelular adhesiva protectora.

En una realizacioén preferida del uso del material como antimicrobiano de las bacterias
seleccionadas de entre grampositivas y gramnegativas, y preferiblemente si son
grampositivas se seleccionan de entre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y
Enterococcus faecalis, y si son gramnegativas se seleccionan de entre Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae.

Un cuarto aspecto de la presente invencion es el método para la inhibicion, reduccion o
tratamiento de una biopelicula desarrollada sobre una superficie que comprende
a. aplicar o recubrir la superficie con el material descrito en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4; e
b. irradiar la superficie obtenida del paso (a) con luz ultravioleta de baja energia

de longitud de onda comprendida entre 315 y 400 nm.

Tras la irradiacion presencia de especies reactivas de oxigeno en todos los
especimenes irradiados efecto sobre la membrana celular bacteriana se debe a la
formacion de especies reactivas de oxigeno tales como el radical superéxido debido a
la cesidon de un electron fotoexcitado a una molécula de oxigeno. Los materiales
nanofibrosos conjugados a los que se refiere esta invencion no son citotdxicos para
células somaticas. En concreto no presentan inhibiciones superiores al 7% en la
viabilidad de cultivos celulares de fibroblastos humanos para concentraciones de hasta
650 p/L. Por lo tanto, la ventaja es la seguridad biolégica de los materiales por su baja

citotoxicidad, ya que no son téxicas para células humanas no tumorales.

En una realizacion preferida del método, la pelicula formada en la etapa a) tiene un

espesor de al menos de 75 ug/cm?.

En una realizacion preferida del método, la luz ultravioleta de baja intensidad se irradia
mediante

e un LED a una longitud de onda de entre 315 nm y 400 nm, preferiblemente de
6
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365 nm, e irradiancia de entre 100 mW cm? y 120 mW cm?, y mas
preferiblemente 110,5 mW cm?;
¢ una fuente emisora de luz negra; y

o fuentes de irradiacion UV-A, preferiblemente luz solar.

Un quinto aspecto es una disolucion que comprende el material segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 en una cantidad de entre 1 y 1,5 mg/L y una disolucién tampén

fosfato salino un pH de entre 6,8 y 7,4.

Un sexto aspecto de la presente invencién es un film que comprende el material segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en una concentracion de entre 1 y 2 pg/cm?

sobre un sustrato de vidrio.

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

que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Fig. 1. Se representa la estructura quimica general del polimero conjugado con actividad

antimicrobiana en las que se detalla la unidad funcional de polianilina (PANI).

Fig. 2. La figura muestra imagenes de microscopia electronica de transmision (1°) y
fotografias de microscopia electronica de barrido (1”) del material polimérico conjugado

nanofibroso PANI.

Fig. 3. Se representa la estructura quimica general del polimero conjugado con actividad
antimicrobiana en las que se detalla la unidad funcional de poli-3,4-etilendioxitiofeno
(PEDOQOT).

Fig. 4. La figura muestra imagenes de microscopia electronica de transmision (2°) y
fotografias de microscopia electrénica de barrido (2”) del material polimérico conjugado
nanofibroso PEDOT.
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Fig. 5. Inhibicién de unidades formadoras de colonia de S. aureusy E. coli en contacto
con suspensiones de distintas concentraciones de nanofibras de PEDOT y el material
no nanoestructurado (“bulk”). L(-): en oscuridad; L(+) 1.0 kW-h m-2; L(++): 2.0 kW-h

m-2 con una longitud de onda de irradiacion de 365 nm.

Fig. 6. Imagenes de microscopia confocal con el fluorocromo FilimTracer™ FM™ 1-43
Green Biofilm Cell Stain (barra 50um) para cultivos de S. aureus recubriendo superficies
de vidrio funcionalizadas con PEDOT. La irradiacion corresponde a luz de 365 nm con
irradiancia de 2.0 kW-h m-2.

EJEMPLOS
A continuacién, se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencién.

Ejemplo 1

El material de la presente invencion se obtiene una polimerizacion empleando un
surfactante como plantilla en condiciones oxidantes. Para ello, disolver 0,01 M de un
surfactante catiénico (CTAB) en 1 M de HCI acuoso, y posteriormente afiadir a la
disolucion obtenida 0,02 M de persulfato de amonio como iniciador. La reaccion se
mantiene a 5 °C durante 15 minutos. AAadir el monémero anilina con una concentracion
de 1 M en la disolucién obtenida anteriormente y dejar que la polimerizacién tenga lugar
durante 24 h a la misma temperatura de 5 °C. Finalmente, separar el producto obtenido
por filtracion, y purificar con agua destilada y etanol. El producto obtenido es Polianilina
(Figura 1) que se obtiene como un sdélido con un rendimiento superior al 90% y consiste
en nanofibras de al menos una micra de longitud y diametro comprendido entre 20 y 80

nm (Figura 2).

Ejemplo 2

El material de la presente invencion se obtiene una polimerizacion empleando un
surfactante como plantilla en condiciones oxidantes. Para ello, disolver 0,01 M de un
surfactante catiénico (CTAB) en 1 M de HCI acuoso, y posteriormente afiadir a la
disolucién obtenida 0,02 M de persulfato de amonio como iniciador. La reaccién se
mantiene a 5 °C durante 15 minutos. Ahadir el mondémero 3,4-etilendioxitiofeno con una

concentracion de 1 M en la disolucion obtenida anteriormente y dejar que la
8
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polimerizacién tenga lugar durante 24 h a la misma temperatura de 5 °C. Finalmente,
separar el producto obtenido por filtracidn, y purificar con agua destilada y etanol. El
producto obtenido es Poli-3,4-etilendioxitiofeno (PEDOT) (Figura 3) que se obtiene
como un so6lido con un rendimiento superior al 90% y consiste en nanofibras de al menos

una micra de longitud y diametro comprendido entre 20 y 80 nm (Figura 4).

Ejemplo 3

Los materiales obtenidos segun los ejemplos 1 y 2 se utilizan depositando una pelicula
de dicho material sobre una superficie. Para ello se dispersa en una fase liquida, que es
tampon fosfato salino, y se utiliza un método de deposicion gota a gota ("drop casting”),
pulverizacion (“spray coaitng”), inmersion (“dip coating”), centrifugacién (“spin-coating”)
y arrastre con cuchilla ("doctor blade”) o aplicador de pelicula, generando una pelicula
de menos de 75 pg/cm?. Finalmente, la superficie se fija por secado a temperatura
ambiente durante al menos 12 h o en estufa de secado a menos de 50 °C y durante al
menos 6 h. Una vez depositados en forma de pelicula fina sobre un soporte, muestran
actividad antimicrobiana al ser irradiados por luz ultravioleta de baja energia (longitud

de onda comprendida entre 315 y 400 nm).

Ejemplo 4

La actividad antimicrobiana del producto obtenido en el ejemplo 1 tras ser irradiado o
tras ser depositado segun el ejemplo 3, se manifiesta en una inhibicién de la capacidad
de formacién de colonias de bacterias grampositivas (Staphylococcus aureus) y
gramnegativas (Escherichia coli). El efecto de la irradiacion de los materiales se debe a
la formacion de especies oxidantes capaces de interactuar con las envueltas celulares
bacterianas y alterar el metabolismo celular, 1o que conduce a la disminucién de la

actividad enzimatica y a la muerte celular.

Dicha accion antimicrobiana de los materiales se determina a partir del contacto de
suspensiones de nanomateriales o de superficies funcionalizadas con nanofibras del
polimero conjugado aromatico PANI con cultivos de bacterias grampositivas o
gramnegativas, tales como Staphylococcus aureus (CETC 240) o Escherichia coli
(CETC 516). Los ensayos en suspension se llevan a cabo en placas de 24 pocillos con
un volumen total de 2,4 mL a concentraciones entre ceroy 1,4 mg/L. Los ensayos sobre
superficies funcionalizadas se realizan utilizando cubreobjetos circulares de vidrio

borosilicato de 13 mm de diametro con las densidades de recubrimiento inferiores a 75
9
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ug/cm?. Los cubreobjetos funcionalizados, junto con sus correspondientes controles, se
colocan en placas de 24 pocillos con la superficie funcionalizada hacia arriba y en
contacto los cultivos bacterianos. EI mismo polimero no nanoestructurado; es decir, en

forma no nanofibrosa se utiliza como control y comparacion.

Para los ensayos microbioldgicos, los materiales se mantienen en contacto con cultivos
con una densidad celular inicial de 108-10"° células/mL en medio NB 1/500 (NB, 10 g/L
peptona, 5 g/L cloruro sddico, 5 g/L extracto de carne, pH 7,0) y se incuban a 37 °C
durante 20 h sin agitacion. Tras la incubacion, los especimenes se irradian utilizando
una lampara UV-LED con emisién monocromatica a 365 nm (Lasing, 50W, Type-H.
Precision LED Spotlights with Uniform Illumination) u otras fuentes de irradiacién UV-A.
Las irradiancias se ajustan avalores de entre 1.0 y 2.0 kW-h m™2 como estimaciones
representativas de condiciones de invierno y verano respectivamente en latitudes
templadas. La determinacién del numero de colonias viables se realiza mediante conteo
en placas de agar con el mismo medio NB (15 g/L de agar so6lido) tras incubacién de

diluciones seriadas en tampon fosfato a 37 °C.

Las nanofibras poliméricas conjugadas y las superficies funcionalizadas con ellas
muestran una gran actividad antibacteriana en contacto con las cepas indicadas de S.
aureus y E. coli. La eficacia es mayor en el caso de la bacteria grampositiva S. aureus.
En contraste, las suspensiones de los materiales no nanofibrosos (“bulk” o polimeros no
nanoestructurados) no muestran inhibicion apreciable en el numero de unidades

formadoras de colonia hasta concentraciones del orden de 1000 ppb.

Ejemplo 5

La actividad antimicrobiana del producto obtenido en el ejemplo 2 tras ser irradiado o
tras ser depositado segun el ejemplo 3, se manifiesta en una inhibicion de la capacidad
de formacién de colonias de bacterias grampositivas (Staphylococcus aureus) y
gramnegativas (Escherichia coli). El efecto de la irradiacion de los materiales se debe a
la formacion de especies oxidantes capaces de interactuar con las envueltas celulares
bacterianas y alterar el metabolismo celular, lo que conduce a la disminucion de la

actividad enzimatica y a la muerte celular.

Dicha accion antimicrobiana de los materiales se determina a partir del contacto de

suspensiones de nanomateriales o de superficies funcionalizadas con nanofibras del
10
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polimero conjugado aromatico PEDOT con cultivos de bacterias grampositivas o
gramnegativas, tales como Staphylococcus aureus (CETC 240) o Escherichia coli
(CETC 516). Los ensayos en suspension se llevan a cabo en placas de 24 pocillos con
un volumen total de 2,4 mL a concentraciones entre cero y 1,4 mg/L. Los ensayos sobre
superficies funcionalizadas se realizan utilizando cubreobjetos circulares de vidrio
borosilicato de 13 mm de diametro con las densidades de recubrimiento inferiores a 75
ug/cm?. Los cubreobjetos funcionalizados, junto con sus correspondientes controles, se
colocan en placas de 24 pocillos con la superficie funcionalizada hacia arriba y en
contacto los cultivos bacterianos. El mismo polimero no nanoestructurado; es decir, en

forma no nanofibrosa se utiliza como control y comparacion.

Para los ensayos microbioldgicos, los materiales se mantienen en contacto con cultivos
con una densidad celular inicial de 108-10"° células/mL en medio NB 1/500 (NB, 10 g/L
peptona, 5 g/L cloruro sédico, 5 g/L extracto de carne, pH 7,0) y se incuban a 37 °C
durante 20 h sin agitacién. Tras la incubacion, los especimenes se irradian utilizando
una lampara UV-LED con emisién monocromatica a 365 nm (Lasing, 50W, Type-H.
Precision LED Spotlights with Uniform Illumination) u otras fuentes de irradiacién UV-A.
Las irradiancias se ajustan avalores de entre 1.0 y 2.0 kW-h m™ como estimaciones
representativas de condiciones de invierno y verano respectivamente en latitudes
templadas. La determinacién del numero de colonias viables se realiza mediante conteo
en placas de agar con el mismo medio NB (15 g/L de agar sdlido) tras incubacién de

diluciones seriadas en tampon fosfato a 37 °C.

Las nanofibras poliméricas conjugadas y las superficies funcionalizadas con ellas
muestran una gran actividad antibacteriana en contacto con las cepas indicadas de S.
aureus y E. coli. La eficacia es mayor en el caso de la bacteria grampositiva S. aureus
con un 99.5 % de reduccién en el numero de colonias viables frente a un 95 % para E.
coli (datos correspondientes al polimero conjugado PEDOT). En contraste, las
suspensiones de los materiales no nanofibrosos (“bulk” o polimeros no
nanoestructurados) no muestran inhibicién apreciable en el niumero de unidades

formadoras de colonia hasta concentraciones del orden de 1000 ppb (Figura 5).

Ejemplo 6
La actividad de los nanomateriales sobre biopeliculas formadas sobre superficies

funcionalizadas antes de la irradiacion se puede observar con los fluorocromos
11
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adecuados en imagenes de microscopia confocal. En ensayos con biopeliculas
bacterianas formadas durante 24 h antes de la irradiacién se observa la presencia de
células muertas marcadas en rojo con ioduro de propidio. Utilizando fluorocromos
capaces de revelar los cuerpos celulares la matriz de las biopeliculas (FilmTracer™
FM™ 1-43 Green Biofilm Cell Stain y FilmTracer™ SYPRO™ Ruby Biofilm Matrix Stain)
se observa una importante actividad de los materiales contra la formacion de
biopeliculas (Figura 6) tras la irradiacién corresponde a luz de 365 nm con irradiancia
de 2.0 kW-h m™ para cultivos de S. aureus recubriendo superficies de vidrio

funcionalizadas con PEDOT.

El modo de accion de los nanomateriales poliméricos conjugados se comprueba
mediante la utilizacion de la sonda fluorescente diacetato de diclorofluorescina 2'-7'
(DCFH-DA) que revela la presencia de especies reactivas de oxigeno en todos los
especimenes irradiados. El efecto sobre la membrana celular bacteriana se debe a la
formacion de especies reactivas de oxigeno tales como el radical superdxido debido a
la cesion de un electron fotoexcitado a una molécula de oxigeno. Los materiales
nanofibrosos conjugados a los que se refiere esta invencion no son citotoxicos para
células somaticas. En concreto no presentan inhibiciones superiores al 7% en la
viabilidad de cultivos celulares de fibroblastos humanos para concentraciones de hasta
650 p/L.

12
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REIVINDICACIONES

Un material caracterizado por que es un sélido pulverulento, donde dicho sdlido esta
formado por nanofibras de longitud de entre 1 um y 2 um y de un diametro de entre
20 nm y 80 nm, donde dichas nanofibras son de un polimero conjugado aromatico y
donde dichas fibras se encuentran crecidas aleatoriamente en las tres direcciones
del espacio formando agregados de las nanofibras entrecruzadas y/o entrelazadas

entre si en las tres dimensiones del espacio.

Material segun la reivindicacioén 1, donde los polimeros conjugados aromaticos estan

seleccionados de entre aromaticos heterociclicos y homociclicos.

Material segun la reivindicacion 2, donde el aromatico es homociclico y el polimero

se selecciona de entre polianilina, poli(2-metilanilina) y poli(3-isobutilanilina).

Material segun la reivindicacion 2, donde el aromatico es heterociclico y el polimero

es poli-3,4-etilendioxitiofeno.

Procedimiento de obtencion del material segun las reivindicaciones 1 a 4,
caracterizado por que comprende las siguientes etapas
a) disolver 0,005-0,05 M de un surfactante catiénico en HCI acuoso en
concentracion de entre 0,8 My 1,2 M, y posteriormente afadir a la disolucion
obtenida 0,01-0,1 M de persulfato de amonio como iniciador;
b) mantener la disolucién obtenida en el paso (a) a una temperatura de entre 1
°C y 10 °C durante un tiempo de entre 5 min y 25 min;
¢) anadir a la disolucion obtenida en la etapa (b) el monémero seleccionado de
entre aromatico heterociclico y homociclico, en una concentracién de entre
1 My 2 M, durante un tiempo de entre 20 h y 30 h, a una temperatura de
entre 1°C y 10 °C;
d) filtrar el sélido obtenido en la etapa (c), y lavar al menos una vez con un

disolvente polar, seleccionado de entre agua destilada, etanol y metanol.

Procedimiento segun la reivindicacion 5, donde el monémero de la etapa (c) es un
aromatico heterociclico seleccionado de entre 3,4-etilendioxitiofeno, (3-metil-4-
metoxitiofeno), (3-metil-4-etoxitiofeno), (3-carboxitiofeno), (3-metil-4-carboxitiofeno),
(3-metil-4-carboxietiltiofeno) y (3-metil-4-carboxibutyltiofeno).
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Procedimiento segun la reivindicacién 5, donde el monémero de la etapa (c) es un
aromatico homociclico seleccionado de entre polianilina, poli(2-metilanilina), poli(3-

isobutilanilina), poli(acido 2-anilinesulfonico) y poli(acido 3-anilinesulfonico).

Uso del material segun las reivindicaciones 1 a 4, como antimicrobiano e inhibidor

de biopeliculas.

Uso del material segun la reivindicacion 8 como antimicrobiano de las bacterias

seleccionadas de entre seleccionadas de entre Gram-positivas y Gram-negativas.

Uso del material segun la reivindicacion 9, donde las bacterias son Gram-positivas
y se seleccionan de entre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Enterococcus

faecalis.

Uso del material segun la reivindicacion 9, donde las bacterias son Gram-negativas
se seleccionan de entre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella

pneumoniae.

Método para la inhibicion, reduccién o tratamiento de una biopelicula desarrollada
sobre una superficie que comprende
a. aplicar o recubrir la superficie con el material descrito en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a4; e
b. irradiar la superficie obtenida del paso (a) con luz ultravioleta de baja energia

de longitud de onda comprendida entre 315 y 400 nm.

Método segun la reivindicacion 12, donde la pelicula formada en la etapa (a) tiene

un espesor de al menos de 75 pg/cm?.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 12 o 13, donde la luz ultravioleta

de baja intensidad se irradia mediante

e un LED a una longitud de onda de entre 315 nm y 400 nm, preferiblemente de
365 nm, e irradiancia de entre 100 mW cm? y 120 mW cm?, y mas
preferiblemente 110,5 mW cm?;

¢ una fuente emisora de luz negra; y

14
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o fuentes de irradiacion UV-A, preferiblemente luz solar.

15. Una disolucion que comprende el material segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4 en una cantidad de entre 1 y 1,5 mg/L y una disolucion tampén fosfato salino

aunpHdeentre 6,8y 7,4.

16. Un film que comprende el material segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en
una concentracion de entre 1y 2 ug/cm? sobre un sustrato, preferiblemente dicho

sustrato es vidrio.
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