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@Resumen:

Nanomaterial encapsulante formado por g-CsNa y
oligdbmeros de quitosano enlazados a hidroxiapatito,
proceso de obtencién y usos

Es objeto de la invencion un nanomaterial polimérico
con estructura encapsulante constituido por: (a) g-
C3N4 puro o dopado; y (b) oligémeros de quitosano o
quito-oligosacaridos (COS) de bajo peso molecular,
unidos mediante enlace directo a hidroxiapatito (HAp);
cuyo ensamblaje estd mediado por anhidrido
metacrilico (AM) como agente de entrecruzamiento,
dando lugar a un complejo ternario g-CsN4-COS-HAp,
pudiendo presentarse en forma de film, nanogel o
polvo. Es asimismo objeto de la invencién su método
de obtencién y su uso.
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DESCRIPCION

NANOMATERIAL ENCAPSULANTE FORMADO POR g-C3;N4+ Y OLIGOMEROS DE
QUITOSANO ENLAZADOS A HIDROXIAPATITO, PROCESO DE OBTENCION Y USOS

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion describe un nuevo nanomaterial polimérico basado en la unién o
ensamblaje de componentes minerales y organicos que, por su estructura encapsulante
(esferoidal y hueca, propia de un portador), su tamafio (nanométrico) y su presentacion (en
forma de film, nanogel o polvo), es especialmente adecuado para vehicular principios
activos, asi como para la liberacion selectiva de distintos compuestos, siendo por tanto

idéneo para fines de remediacién ambiental de aguas y/o la gestion integrada de plagas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El tratamiento de las aguas residuales, ya sea por métodos bioldgicos, fisicos o quimicos, es
un gran reto debido a su generacion masiva, al coste asociado y a la composicion
heterogénea de los contaminantes. Los metales pesados, los compuestos nitrogenados, los
pesticidas, los hidrocarburos, los iones inorganicos, los contaminantes organicos
hidrofébicos, los detergentes, los tintes y pigmentos, los componentes farmacéuticos y los
contaminantes microbianos estdn ampliamente presentes en las aguas residuales. Todos
ellos se pueden bioacumular a través de las cadenas alimentarias y, en ocasiones, pueden
tener efectos perjudiciales para las plantas, los animales y las personas. Se ha descubierto
que pueden ser carcindbgenos y mutagenos para los seres vivos en funcion del tiempo de
exposicion y la dosis. Por ello, se han propuesto distintas tecnologias de tratamiento para
eliminar concentraciones elevadas de contaminantes del agua, como la electrdlisis, el
intercambio de iones, la precipitacion quimica, la filtracién por membrana, o la adsorcion.
Entre estos métodos, la adsorcion es una opcion atractiva debido a su bajo coste, alta

eficiencia y flexibilidad.

Por otra parte, las enfermedades asociadas a hongos fitopatdégenos son responsables de
importantes pérdidas econdmicas, afectando a los principales cultivos herbaceos y lefiosos.
El método convencional para proteger los cultivos y mitigar los efectos de fitopatégenos se
basa en la pulverizacion (en muchos casos inespecifica) de pesticidas quimicos. No
obstante, los efectos deletéreos de estos productos sobre la salud y su impacto ambiental

estan conduciendo a su progresiva prohibicién, siendo imprescindible la busqueda de
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alternativas.

Una via prometedora para abordar los desafios anteriormente mencionados consiste en el
empleo de nanotransportadores o nanocarriers. Esta tecnologia, que ha contribuido
sustancialmente al desarrollo de la medicina de precision, también estd encontrando
aplicaciones en agricultura, al presentar ventajas en términos de aumento de produccién de
los cultivos, asi como de reduccion del impacto ambiental asociado a su proteccién. Los
nanotransportadores permiten la vehiculacion de moléculas con actividad biolégica
(fertilizantes, promotores del crecimiento, biorracionales, etc.) y su liberacién ad hoc de

forma controlada en el tiempo.

La presente invencion tiene por objeto presentar un nuevo nanomaterial polimérico, cuyas
caracteristicas unicas permiten su aplicacion en la captura y eliminaciéon de hongos y
bacterias, toxicos, metales radiactivos y otros contaminantes de aguas (rios, pozos,
piscifactorias, depuradoras, etc.); en la formaciéon de nuevos biocomposites o biosensores;
asi como en el transporte selectivo (en diversos medios) de agentes de biocontrol o
compuestos bioactivos naturales o sintéticos que permitan el control de plagas (por ejemplo,

en cultivos agroforestales).

En particular, se trata de un nuevo complejo ternario constituido por nitruro de carbono
grafitico (g-CsN4), oligdbmeros de quitosano (COS, con peso molecular comprendido entre
3000 y 6000 Da), e hidroxiapatito (HAp), enlazados mediante anhidrido metacrilico (AM)

como agente de entrecruzamiento. Se trata, pues, de un nanomaterial g-CsN4-COS-HAp.

El nitruro de carbono grafitico (g-CsN4) es un fotocatalizador polimérico sensible a la luz
visible que se ha convertido en un material importante debido a sus métodos de preparaciéon
sencillos, economicos y respetuosos con el medio ambiente. Presenta ademas una buena
estabilidad, asi como 6ptimas propiedades fisicoquimicas para su uso en una amplia gama
de aplicaciones. Asi, por ejemplo, se ha demostrado su eficacia en la degradacion de
contaminantes organicos, la desinfeccion del agua y el control bacteriano. Los precursores
mas comunes utilizados para preparar g-CsN4 son la melamina, diciandiamida, cianamida,
urea, tiourea y tiocianato de amonio. Con el fin de mejorar su rendimiento y modular sus
propiedades, existen diferentes métodos, como el dopado con 6xidos metalicos, sulfuros
metalicos, metales nobles y nanomateriales carbonosos. Entre las opciones anteriores, el

empleo de 6xidos metdlicos es la mas habitual para mejorar la eficiencia del g-CsNa4, por
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ejemplo, aumentando su absorcion de luz en el rango visible y reduciendo la recombinacion

de electrones y huecos al promover la separacion de los portadores de carga.

Por otra parte, el quitosano es un polisacarido lineal compuesto por B-(1-4)-D-glucosamina
(unidades desacetiladas) y N-acetil-D-glucosamina (unidades acetiladas). El quitosano
proviene de la desacetilizacion de la quitina, componente estructural de las paredes
celulares de hongos, del exoesqueleto de artropodos y de componentes de otros
organismos invertebrados. El quitosano y sus derivados son polimeros de origen natural que
han sido objeto de gran interés en las ultimas décadas, especialmente por su actividad
antimicrobiana y sus caracteristicas de biocompatibilidad, no toxicidad y biodegradabilidad.
Mediante diferentes métodos de degradacion, se pueden romper los enlaces O-glucosidicos
entre cada molécula de glucosamina para generar cadenas mas pequefias u oligomeros de
5 a 10 mondmeros (oligémeros de quitosano, COS), que son mas reactivos que el quitosano
de alto peso molecular. Debido a la presencia de grupos funcionales reactivos amino e
hidroxilo, muestra una excelente capacidad de formacion de peliculas, una alta
permeabilidad al agua, una buena adhesion y una susceptibilidad a las modificaciones
quimicas. La presencia de COS en el sistema g-CsNs-COS-HAp, aparte de conferir
flexibilidad y funcionalizacién adicional al conjunto de estructura nanodendrimérica, permite
que la presentaciéon del producto lo sea tanto en forma de film como de gel, haciéndolo
idoneo para una utilizacion polivalente. En particular, las particulas del agregado g-CsNs-
COS-HAp pueden funcionar, simultdneamente, como agentes encapsulantes y de transporte
superficial pero, por sintesis ad hoc, pueden conseguirse formulaciones en las que

predomine una u otra funcion.

El hidroxiapatito (HAp) es un material inorganico biocompatible, principal constituyente de
huesos y dientes, que se puede encontrar también en rocas igneas, metamorficas y en el
suelo. La actividad del HAp esta determinada por su grado de cristalinidad y su
anfotericidad. En concreto, cuando la cristalinidad es baja, el area superficial tiende a
aumentar, mejorando la adsorcién y eliminacion de metales pesados. Por otro lado, en
niveles de pH elevados, la superficie del HAp se carga negativamente, aumentando su
rendimiento en la inmovilizaciéon y oxidacion de contaminantes toxicos. Otros factores que
también influyen en su eficacia son su microestructura, la formacién de redes y la porosidad.
Por tanto, debido a su excelente biocompatibilidad y propiedades adsorbentes, el HAp
puede utilizarse como biosensor de contaminantes potencialmente peligrosos en el agua, los

alimentos y el medio ambiente.
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Si bien en el estado de la técnica se ha descrito la posibilidad de combinar g-CsN4 con COS
y/o HAp, el compuesto resultante de las sintesis realizadas hasta la fecha para el par g-
CsNs-HAp (Vishwapriya, U., “Hydroxyapatite-Graphitic Carbon Nitride Based Composites:
Synthesis, Characterization, and Evaluation of Bioactivity”, ECS Transactions 2022, 107,
16769-16778) no posee las caracteristicas suficientes para ser considerado un material
optimizado a efectos, por ejemplo, de transporte, vehiculacion y deposicion selectiva. Se
impone, pues, la necesidad de desarrollar un nuevo proceso que confiera al par g-CsNs-HAp
las caracteristicas de un nanotransportador y que, al mismo tiempo, permita obtener un
material de estructura encapsulante, con un tamafio nanométrico y que pueda presentarse

como film, nanogel o polvo.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
Es un primer objeto de la invencion un nanomaterial polimérico con estructura encapsulante
constituido por:

e g-C3Ns puro o dopado con al menos un heteroatomo u O6xido metalico
(preferentemente, TiO2) con capacidad de mejorar su comportamiento al modificar su
bandgap (banda prohibida o brecha energética) o formar heterouniones; y

. oligbmeros de quitosano (de entre 5 y 10 mondmeros) o quito-oligosacaridos (COS)
de bajo peso molecular, entendiendo como tal un peso molecular comprendido entre
3000 y 6000 Da, unidos mediante enlace directo a hidroxiapatito (HAp);

cuyo ensamblaje estd mediado por anhidrido metacrilico (AM) como agente de
entrecruzamiento, dando lugar a un complejo ternario g-CsN4s-COS-HAp, pudiendo
presentarse en forma de film, nanogel o polvo, con un tamafo de nanoparticula que puede

variar entre 50 y 200 nm, y preferentemente con un tamano promedio de 100 nm.

De manera general, la proporcion molar de los distintos componentes del nanomaterial g-
C3sN4-COS-HAp puede ser de 0,5:1:1 a 1:1:1.

El nanomaterial reivindicado se trata, por tanto, de un nuevo complejo ternario constituido

por g-C3N4-COS-HAp, con estructura dendrimérica y dimensiones nanométricas.

Respecto a su funcionalidad, es preciso tener en cuenta que, de sus componentes, el
quitosano presenta gran cantidad de grupos funcionales, como el hidroxilo y el amino, y es

considerado un policatiéon, ya que posee una alta densidad de cargas positivas (lo que
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explica su habilidad para unirse a moléculas con carga negativa). Por otra parte, el g-C3N4
permite mejorar las propiedades fotocataliticas y de biosensor del nuevo biocomposite.
Finalmente, el hidroxiapatito es un excelente material inorganico, con multiples usos en
agricultura como fuente de fosforo para obtener fertilizantes de liberacion lenta, para
eliminacion y/o inmovilizacién de metales pesados o como biosensor de contaminantes

potencialmente peligrosos en el agua, los alimentos y el medio ambiente.

Como se ha descrito anteriormente, las particulas del nuevo agregado g-CsN4-COS-HAp
pueden funcionar, simultaneamente, como agente encapsulante y de transporte superficial.
Durante su proceso de sintesis, se puede conseguir que predomine una u otra funcion
mediante hidratacion del agente de ensamblaje, con objeto de lograr la liberacion del

compuesto bioactivo de forma controlada.

De manera particular, la estructura del nuevo nanomaterial se caracteriza por presentar:

i. una morfologia esférica;

i. HAp, adecuado para actuar como agente de adsorcion y biosensor de fosfatos y/o
metales pesados (Cu, Sr, Ca);

iii. g-CsN4, adecuado para actuar como fotocatalizador y capturar superficialmente
ciertas moléculas contaminantes (como, por ejemplo, rodamina B o naranja de
metilo); y

iv. COS, adecuados para encapsular determinadas especies quimicas contaminantes
(como, por ejemplo, cobre, hierro y arsénico), asi como agentes de biocontrol
(entendiendo como tales, por ejemplo, Bacillus spp. y Trichoderma spp.) o
compuestos bioactivos naturales o sintéticos (entendiendo como tales extractos de

especies vegetales como Rubia tinctorum, Uncaria tomentosa, etc.).

Entre las principales ventajas del nanomaterial reivindicado se pueden destacar las
siguientes:
i. se trata de un sistema ternario (g-CsN4-COS-HAp) de alta versatilidad en tanto en
cuanto auna caracteristicas de nanotransportador (encapsulante), de fotocatalizador
y de biosensor (en superficie);
ii. si bien los hibridos binarios metacrilados g-CsNs-AM; HAp-AM y COS-AM han sido
descritos en el estado de la técnica, el nuevo material incluye como novedad el
enlazamiento, mediado por anhidrido metacrilico, de g-CsN4, HAp y COS, confiriendo

a la entidad g-C3sN4-COS-HAp propiedades inéditas, especialmente la reticulacion. La
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reticulacion entre el g-CsNs, COS e HAp, creada por la incorporacion del anhidrido
metacrilico, confiere al nanomaterial capacidad encapsulante (o de albergar
productos activos en su interior);

iii. es susceptible de mejorar la solubilidad y biodisponibilidad de los compuestos
bioactivos cuyo encapsulado y transporte interesa, sin necesidad de incorporar
surfactantes u otros compuestos quimicos usualmente utilizados. En particular,
presenta ventajas frente a otros sistemas de vehiculizacion de compuestos bioactivos
al evitar el uso de aminas sintéticas de reticulacion y disolventes organicos v,
ademas, presentar una elevada estabilidad en solucion;

iv. permite albergar en su interior, entre otros, agentes terapéuticos con actividad
antimicrobiana que cumplen con el Reglamento (CE) No. 1107/2009, relativo a la
comercializacién de productos fitosanitarios, y que son aptos para Agricultura
Ecoldgica;

v. adicionalmente, el enlazamiento de las mitades g-CsN4, COS e HAp por AM posee
caracteristicas de enlazamiento débil, ofreciendo la capacidad adecuada de
liberacion de los compuestos biologicamente activos que puede contener en su

interior.

En realizaciones particulares de la invencion, el nanomaterial reivindicado podra comprender
adicionalmente al menos un compuesto bioactivo (CBA), de forma analoga a los complejos
de inclusién. De manera preferente, dicho CBA puede consistir en un compuesto con
actividad antimicrobiana frente a fitopatégenos. De manera particular, puede consistir en un
compuesto agroquimico de sintesis (por ejemplo, estrobilurinas como la azoxistrobina o la
piraclostrobina, triazoles como el tebuconazol, o carboxamidas como el boscalid, entre
otros) o un agente natural, preferentemente seleccionado entre un polifenol, un terpeno, un
aceite terpénico, un carotenoide, un acido graso, un aceite, un lignano, un prebidtico, una
vitamina o una xantofila, asi como cualquiera de sus combinaciones. Mas preferentemente,

el CBA puede tratarse de un polifenol o una mezcla de polifenoles.

De manera preferente, el CBA seleccionado tendra al menos un grupo funcional con

capacidad de unirse a la matriz del nanomaterial, preferentemente por enlace de hidrégeno.

Asi, el nanomaterial reivindicado se trata de un complejo ternario formado por g-CsNa,
oligbmeros de quitosano e hidroxiapatito (g-CsN4+-COS-HAp), donde dicho complejo forma

una matriz en la que puede insertarse el compuesto bioactivo (CBA), preferentemente
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extractos naturales u otras sustancias basicas referidas en el Reglamento (CE) No.

1107/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo.

La union del CBA al complejo ternario reivindicado forma un complejo analogo a los

conocidos como complejos de inclusion, cuya relacion molar g-CsN4+:COS:HAp:CBA es

preferentemente de 0,5:1:1:0,25.

Adicionalmente, es objeto de la invencion el método de obtencidén de dicho nanomaterial.

Dicho método puede comprender las siguientes etapas:

1)

2)

preparar una disolucién de quitosano de alto peso molecular (entendiendo como tal un
peso molecular comprendido entre 310 y 375 kDa) en agua preferentemente destilada,
con una concentracion de entre un 2% y un 5% en peso respecto al volumen total,
anadiendo asimismo entre un 70% y un 90% en peso de acido acético o acido citrico
(preferentemente de alta pureza, superior al 98%) con agitacion constante a una
temperatura de entre 30 y 60 °C. Una vez obtenida la disolucién, se anade neutrasa,
preferentemente en un porcentaje comprendido entre un 30% y un 40% en peso,
dando lugar a una disolucion de COS de bajo peso molecular, entendiendo como tal
un peso molecular comprendido entre 3000 y 6000 Da. De manera preferente, esta
etapa se puede llevar a cabo manteniendo la temperatura entre 30 y 60 °C y aplicando
ultrasonidos con una frecuencia de entre 10 y 20 kHz de manera intermitente
(preferentemente en ciclos con sonicacion de entre 10 y 15 minutos, con paradas entre
ciclos de entre 5 y 10 minutos),

sintetizar un hidrogel de oligdmeros de quitosano modificados mediante un agente de
entrecruzamiento (anhidrido metacrilico). Para ello, se procede a la adicion del agente
de entrecruzamiento a la disolucion de COS obtenida en la etapa anterior,
preferentemente en un porcentaje comprendido entre un 1% y un 3% en peso respecto
al volumen total de la disolucion, en presencia preferentemente de tetrahidrofurano (o,
alternativamente, dioxano o diclorometano), preferentemente en un porcentaje
comprendido entre un 97% y un 99% en peso respecto al volumen total de la
disolucién. De manera preferente, el proceso de sintesis se llevara a cabo mediante el
procedimiento descrito en Gupta, B.; Gupta, A.K., “Photocatalytic performance of 3D
engineered chitosan hydrogels embedded with sulfur-doped Cs:N+/ZnO nanoparticles
for Ciprofloxacin removal: Degradation and mechanistic pathways”, International
Journal of Biological Macromolecules, 2022, 198, 87-100, con dos modificaciones

importantes: en lugar de usar quitosano se emplearan oligobmeros de quitosano y, en
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lugar de epiclorohidrina como agente de entrecruzamiento, se empleara anhidrido
metacrilico. La adicién del agente de entrecruzamiento modifica los grupos hidroxilo de
la estructura de los COS, de forma que estos quedan disponibles para su interaccion
con grupos funcionales de los CBA susceptibles de encapsulacion. Adicionalmente, los
COS presentan gran cantidad de grupos funcionales, como el hidroxilo y el amino, y
pueden ser considerados policationes, ya que poseen una alta densidad de cargas
positivas, siendo por tanto activos para interactuar con compuestos de carga negativa.
De manera preferente, esta etapa se puede llevar a cabo a una temperatura
comprendida entre 30 y 60 °C y aplicando ultrasonidos con una frecuencia de entre 10
y 20 kHz de manera intermitente (preferentemente, alternando ciclos con sonicacién
de entre 10 e 15 minutos, con ciclos sin sonicacion de entre 5y 10 minutos);

preparar hidroxiapatito modificado mediante un agente de entrecruzamiento (anhidrido
metacrilico). La preparacion del HAp se realiza segun el procedimiento de sonicacion
descrito por Mehta, D., George, S. “Hydroxyapatite: Synthesis and Characterization’,
Proceedings of International Conference on Materials for the Future - Innovative
Materials, Processes, Products and Applications — ICMF 2013, 565-567, con
modificaciones en las condiciones de sonicacién (utilizando una frecuencia de entre 10
y 20 kHz y alternando ciclos de sonicacion de entre 10 e 15 minutos con ciclos sin
sonicacion de entre 5 y 10 minutos). En relacion con la metacrilacion propiamente
dicha, se realiza preferentemente por dispersiéon del HAp en una solucion de AM en
tetrahidrofurano (o, alternativamente, dioxano o diclorometano), preferentemente,
preferentemente en THF [por dispersion de 0,5 mL de AM (p=1,035 g/L y Pm=154,16
g/mol) en 25 mL de THF] , dando lugar a una solucidon metacrilada de hidroxiapatito;
sintetizar una forma porosa de g-CsN4 (puro o dopado) modificado mediante un agente
de entrecruzamiento (anhidrido metacrilico), siendo su morfologia préxima a la de los
nanotubos de carbono, mediante la reaccion de g-CsNs puro o dopado
(preferentemente en un porcentaje comprendido entre un 84,5% y un 90% en peso)
con un agente de entrecruzamiento (anhidrido metacrilico), en un porcentaje
preferentemente comprendido entre un 0,5% y un 1% en peso, en presencia de
tetrahidrofurano (o, alternativamente, dioxano o diclorometano), preferentemente en un
porcentaje comprendido entre un 9% y un 15% en peso. De manera preferente, esta
etapa se llevara a cabo a una temperatura comprendida entre 30 y 60 °C, aplicando
ultrasonidos con una frecuencia de entre 10 y 20 kHz de manera intermitente
(preferentemente en ciclos con sonicacion de entre 10 y 15 minutos, separados por

ciclos sin sonicacion de entre 5 y 10 minutos), dando lugar a una solucién de g-CsN4
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modificado mediante el agente de entrecruzamiento (preferentemente g-CsNa
metacrilado);

5) adicionar la solucion de g-CsN4 modificado mediante el agente de entrecruzamiento
(preferentemente, g-CsNs metacrilado), obtenido en la etapa 4, al hidrogel de
oligbmeros de quitosano modificados mediante el agente de entrecruzamiento
(preferentemente COS metacrilados), obtenido en la etapa 2, y finalmente a la solucion
metacrilada de hidroxiapatito obtenida en la etapa 3, y someter a la mezcla a un
proceso de sonicacion por ultrasonidos, preferentemente a una temperatura
comprendida entre 30 y 60 °C y aplicando ultrasonidos con una frecuencia de entre 10
y 20 kHz de manera intermitente (preferentemente en ciclos de sonicacion de entre 10
y 15 minutos intercalados con ciclos sin sonicaciéon de entre 5 y 10 minutos);

6) finalmente, el complejo en solucion obtenido en la etapa anterior se mantiene a un pH
preferentemente comprendido entre 4 y 5 bajo agitacion, durante un periodo preferente
de 24 horas, siendo sometido a continuacién a un proceso de centrifugacion y lavado
con agua (preferentemente bidestilada y desionizada (Milli-Q)), eliminando asi el
exceso de agente de entrecruzamiento (AM) y dando lugar al complejo g-CsN4-COS-
HAp, en forma de hidrogel, con una relacién molar g-C3sN4-COS-HAp de entre 1:1:1 y
0,5:1:1.

Gracias al proceso de la metacrilacion del quitosano (o de sus oligémeros), se modifican los
grupos hidroxilo del mismo, de forma que estos quedan disponibles para su interaccion con
grupos funcionales (g-CsNs, CBA, HAp). Asimismo, el proceso de sonicacién permite
conseguir un enlazamiento débil entre los constituyentes del nanomaterial, lo cual permitira

la liberacién adecuada de los compuestos bioldgicamente activos contenidos en su interior.

En una realizacion particular en la que se desee formar el complejo g-CsN4+-COS-HAp en

forma sélida o en polvo, se llevara a cabo una etapa final adicional de liofilizacion.

En otra realizacion particular del método anteriormente descrito, el proceso podra
comprender una etapa adicional de adicion al complejo ternario g-CsN4+-COS-HAp (en forma
solida o de hidrogel) de al menos un agente bioactivo (CBA), preferentemente en una
proporcion en peso de entre un 8 y un 10 % respecto al volumen total de la disolucion,
seguida preferentemente de una etapa final de purificacion. De este modo, el proceso puede
comprender:

a) llevar a cabo las etapas 1 a 5, segun han sido anteriormente descritas, de preparacion
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de una solucién que comprende el complejo g-C3sN4-COS-HAp;

b) preparar una solucion que comprende al menos un compuesto bioactivo (CBA),
preferentemente en medio acuoso o hidrometandlico, con una concentracion inicial de
entre 3 y 6 mg/ml (mas preferentemente, de 6 mg/ml). En caso de emplear un medio
hidrometandlico, la mezcla metanol:agua presentara preferentemente una proporcion
1:1 en volumen;

c) mezclar ambas soluciones y someter a la mezcla a un proceso de sonicacion por
ultrasonidos, preferentemente a una temperatura comprendida entre 30 y 60 °C y
aplicando ultrasonidos con una frecuencia de entre 10 y 20 kHz de manera
intermitente (preferentemente en ciclos con sonicacion de entre 10 y 15 minutos
intercalados con ciclos sin sonicacién de entre 5 y 10 minutos), para formar el
complejo g-C3N4-COS-HAp-CBA. En particular, se forma una dispersion del
compuesto bioactivo (CBA) y la matriz formada por g-CsNs-COS-HAp que posee
caracteristicas de disolucién coloidal o verdadera; y

d) aislar el complejo g-CsN4-COS-HAp-CBA, preferentemente en estado sdlido o en
forma de gel. En una realizaciéon particular en la que el producto final se aisle en
estado solido, este proceso podra llevarse a cabo preferentemente mediante
eliminacion del agua o la mezcla de agua y metanol por destilacién a vacio y posterior
liofilizaciéon. En otra realizacion particular en la que el complejo g-C3N4+-COS-HAp-CBA
se aisle en forma de gel o de film, el proceso de deshidratacion podra llevarse a cabo

en moldes de silicona y atmésfera inerte (N2).

Hay que tener en cuenta que, durante el proceso, el anhidrido metacrilico sobrante en las
reacciones de metacrilacion se elimina mediante sonicacién, agitacion y/o sucesivos
lavados, siendo preferentemente la concentracion molar del g-CsN4+:COS:HAp de 0,5:1:1 y
del g-C3sN4:COS:HAp:CBA de 0,5:1:1:0,25.

Finalmente, es también objeto de la invencién el uso de dicho nanomaterial en forma de film,
nanogel o polvo, estando disefiado para ser utilizado de manera polivalente y selectiva en
remediacion ambiental y agricultura, preferentemente para la depuracién de aguas (en forma
de polvo) y/o como fitosanitario (en forma de film o nanogel). De este modo, las particulas
del nanomaterial reivindicado pueden funcionar, simultaneamente, como agentes
encapsulantes y de transporte superficial, pudiendo disefiarse para que predomine una u
otra funcién. Cuando el complejo se utilice como polvo (por ejemplo, para la depuracion de

aguas), previamente sera sometido a un proceso de liofilizacion. En otra realizacion
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particular en la que se emplee en forma de film (por ejemplo, como fitosanitario), el complejo

se deshidratara previamente de forma controlada.

Las caracteristicas unicas de este tipo de nanomaterial permiten, por tanto, su aplicacion
para depurar aguas contaminadas (rios, pozos, piscifactorias, depuradoras, etc.) mediante
la captura y eliminacién de hongos, bacterias, agentes toxicos, herbicidas, materia organica

(hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), etc.) o elementos radiactivos.

Adicionalmente, sus caracteristicas técnicas permiten que sea utilizado para el transporte
selectivo de principios activos, mejorando la solubilidad y biodisponibilidad de los mismos,
sin necesidad de incorporar surfactantes u otros compuestos quimicos usualmente
utilizados. De este modo, podra emplearse, por ejemplo, para el transporte de agentes
fitosanitarios, de biocontrol (entendiéndose como agentes de biocontrol sustancias naturales
que permiten el control de plagas y enfermedades en los cultivos) o compuestos bioactivos
naturales o sintéticos (entendiéndose por compuestos bioactivos sustancias quimicas que
se encuentra en pequefas cantidades en las plantas y ciertos alimentos) en diversos
medios, pudiendo utilizarse para controlar plagas en cultivos agroforestales y/o para tratar
enfermedades causadas por fitopatégenos en plantas, tanto en la madera, como en su
sistema vascular, asi como enfermedades fungicas (como el mal del plomo o enfermedad de
la hoja plateada, verticilosis, botriosfera, septoria o antracnosis) y/o enfermedades
bacterianas (como bacteriosis, chancros, necrosis o marchitez bacteriana de frutales con
hueso). De manera particular, el nanomaterial podra ser aplicado a los cultivos mediante
pulverizacion, a través del riego o via endoterapia. En otras realizaciones alternativas, podra
emplearse como pasta cicatrizante para proteger cortes de poda y/o como recubrimiento
para el tratamiento postcosecha durante el almacenamiento, en cuyo caso podra aplicarse

en forma de nanogel.

En resumen, el nuevo nanomaterial desarrollado puede emplearse tanto en forma de film,
como de nanogel o polvo, siendo capaz de actuar como agente polivalente y selectivo en
remediacion ambiental y gestion integrada de plagas, como -por ejemplo- en: (i) control
bioldgico; (ii) atrapamiento o captura, inactivacion y eliminacion de elementos radioactivos o
contaminantes toxicos en aguas; (iii) depuracion y mejora de la calidad de aguas residuales;
(iv) realizacion de tratamientos fitosanitarios en cultivos agroforestales, al ser capaz de
transportar de manera segura y eficaz compuestos bioactivos, tanto naturales como de

sintesis, o agentes de biocontrol; y (v) actuacion como biosensor de contaminantes
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potencialmente peligrosos para el ser humano, presentes en el agua, los alimentos y el

medio ambiente.

En relaciones preferidas, el nanomaterial con capacidad encapsulante desarrollado puede
actuar como nanotransportador para la entregal/liberacion de agentes terapéuticos en el
tratamiento de:

a) al menos un hongo, preferentemente de los géneros Botrytis, Botryosphaeria, Diplodia,
Neofusicoccum, Fusarium, Cryphonecitria, Dothiorella, Lasidiplodia,
Phaeobotryosphaeria, Spencermartinsia, Phaeomoniella, Phaeoacremonium,
Codophora, Fomitiporia, Inocutis, Phellinus, Stereum, Eutypa, Eutypella,
Cryptosphaeria, Cryptovalsa, Diatrype, Diatrypella, Pleurostomophora 'y Diaporthe;

b) y/o al menos un pseudo-hongo, preferentemente del género Phytophthora, como por
ejemplo P. cinnamomi o P. cactorum;

c) y/lo al menos un hongo procedente de la pudricion blanca de la madera,

preferentemente del género Armillaria.

Por otra parte, en caso de emplearse como fotocatalizador, puede ser utilizado para el
tratamiento de:
a) medios contaminados, por ejemplo, por Escherichia coli, Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (MRSA) o Bacillus anthracis, virus o microalgas; y/o
b) aguas contaminadas por colorantes u otros contaminantes recalcitrantes (incluyendo

elementos radiactivos).

En realizaciones particulares adicionales de la invencion, el nanomaterial reivindicado podra
emplearse, por sus propiedades quimicas y fisicas unicas, para la formacion de
biocomposites o biosensores de contaminantes toxicos o potencialmente peligrosos para el

ser humano, presentes en el agua, los alimentos o el medio ambiente.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Para complementar la descripcion que se esta realizando, y con objeto de ayudar a una
mejor comprension de las caracteristicas de la invencion, se acompafan las siguientes
figuras como parte integrante de dicha descripcién, en donde, con caracter ilustrativo y no

limitativo, se ha representado lo siguiente:

. Figura 1.- Micrografias TEM de los nanotransportadores CsN4-COS-HAp sin CBA
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encapsulado (izquierda y centro) y con extracto de Uncaria tomentosa encapsulado
(derecha). El tamafio medio de los nanotransportadores es de 90 nm.

. Figura 2.- Diametro (en mm) del crecimiento del micelio de B. cinerea para
diferentes concentraciones (de izg. a dcha.: 5,62; 8,43; 11,25; 16,87; 22,5; 33,75;
45; 67,5; 90; y 135 pug/mL) de los nanotransportadores de g-CsN4+-COS-HAp vacios
y cargados con un extracto de U. tomentosa. Las mismas letras sobre las
concentraciones indican que no son significativamente diferentes a p <0,05.

. Figura 3.- Visualizacion de la evolucion de la podredumbre gris en frutos de fresa
sin inocular (control negativo) e inoculados artificialmente con B. cinerea (no
tratados, control positivo, y tratados con dos concentraciones del nanomaterial

cargado con un CBA) durante su almacenamiento postcosecha.

DESCRIPCION PREFERENTE DE LA INVENCION

Como se ha descrito anteriormente, la presente invencion se refiere a un nuevo
nanomaterial polimérico, en forma de polvo, film o nanogel, que comprende: (i) nitruro de
carbono grafitico (g-CsN4) (ii) oligdbmeros de quitosano (COS), e (iii) hidroxiapatito (HAp),
empleando anhidrido metacrilico (AM) como agente de entrecruzamiento o reticulacion, y

opcionalmente (iv) al menos un compuesto bioactivo (CBA).

Un aspecto importante de la presente invencion son el tipo de interacciones de g-CsN4, COS
e HAp entre si y con el anhidrido metacrilico (caracterizadas mediante espectroscopia
infrarroja). La formacién del complejo ternario metacrilado ocurre mediante un proceso de
gelacion ionica. En realizaciones particulares en las que se adicione un compuesto biolégico
activo (CBA), la unién del mismo al nanomaterial ocurre por una interaccion muy débil
(enlace de hidrogeno o fuerzas electroestaticas), mientras que la interaccion con metales
pesados ocurre por coordinacién. En la aparicion de los enlaces mencionados anteriormente
es esencial la accion de los ultrasonidos que se aplican. De lo contrario, estos enlaces no

aparecen o lo hacen de forma muy lenta, inviabilizando el proceso.

En particular, el nanomaterial reivindicado (que puede incorporar compuestos bioactivos
antimicrobianos) es vehiculable en agua ya que, tras el proceso de sonicacion por
ultrasonidos, resulta nanodispersado, con caracteristicas de disolucion coloidal o verdadera.
Adicionalmente, este complejo presenta actividad sinérgica, es decir, la administracién de
dicho nanomaterial mejora los parametros frente a la administracion por separado de cada

uno de sus componentes frente a los fitopatégenos.
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A continuacion, se describen una serie de ejemplos desarrollados para demostrar las

propiedades de la invencion:

Ejemplo 1. Preparacion del nanomaterial obtenido por ensamblaje de g-Ci:Ns4 con
oligdomeros de quitosano (COS) e hidroxiapatito (HAp) por medio de anhidrido
metacrilico (AM) y su presentacion alternativa en forma de sélido o como hidrogel

Los oligdbmeros de quitosano (COS) se prepararon segun el procedimiento descrito en el
trabajo de Santos-Moriano et al., “Enzymatic production of fully deacetylated
chitooligosaccharides and their neuroprotective and anti-inflammatory properties”, Biocatal.
Biotransform., 2017, 36, 57-67, con las modificaciones indicadas en Sanchez-Hernandez, E.
et al., “Lignin—Chitosan Nanocarriers for the Delivery of Bioactive Natural Products against
Wood-Decay Phytopathogens”, Agronomy 2022, 12, 461. En resumen, los oligdbmeros de
quitosano fueron preparados a partir de quitosano de peso molecular alto, de 310 a 375 kDa
(Hangzhou Simit Chemical Technology Co. Ltd. Hangzhou, China). En el proceso, se
disolvieron 20 g de quitosano en 1000 mL de agua Milli-Q, afhadiendo &cido citrico con
agitacion constante a 60 °C y, conseguida la disolucién, se afadieron de 1,6 a 1,8 mL de la
endoproteasa Neutrase® (1,67 g/L) para degradar las cadenas del polimero. La mezcla se
sometidé a ultrasonidos de 10 a 20 kHz (preferentemente en ciclos con sonicacion de entre
10 y 15 minutos intercalados con ciclos sin sonicacion de entre 5 y 10 minutos) para
mantener la temperatura en el rango de 30 a 60 °C. Al final del proceso, se obtuvo una
solucion con un pH en el intervalo de 4 a 6 con oligbmeros de peso molecular comprendido
entre 3000 y 6000 Da, con un indice de polidispersidad de 1,6, dentro del rango habitual
reportado en la literatura (Tian, M. et al., “Molecular weight dependence of structure and
properties of chitosan oligomers”, RSC Advances 2015, 85). La metacrilacion de los
oligébmeros de quitosano (COS) se llevo a cabo segun el procedimiento de Gupta, B.; Gupta,
A.K. “Photocatalytic performance of 3D engineered chitosan hydrogels embedded with
sulfur-doped Cs3N4/ZnO nanoparticles for Ciprofloxacin removal: Degradation and
mechanistic pathways”, International Journal of Biological Macromolecules 2022, 198, 87-
100, con dos modificaciones importantes: en lugar de usar quitosano se utilizaron
oligbmeros de quitosano, y, en lugar de epiclorohidrina como agente de entrecruzamiento,
se empled anhidrido acrilico (AM). Asi, 420 mg de oligdbmeros de quitosano fueron
dispersados en una solucion de AM (p=1,035 g/L y Pm=154,16 g/mol) en THF [por
dispersion de 0,5 mL de AM en 25 mL de THF]. La mezcla se sonico en ciclos de entre 10 y

15 minutos intercalados con ciclos sin sonicacion de entre 5 y 10 minutos y con una
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frecuencia de 10 a 20 kHz. La metacrilacion del quitosano (o de sus oligdmeros) modifica los
grupos hidroxilo y estos quedan disponibles para su interacciéon con grupos funcionales de
otras especies co-encapsulantes (lignina, g-CsN4, HAp, entre otros) y con compuestos

bioactivos (CBA) susceptibles de encapsulacion.

A continuacion, se obtuvieron nanohojas de alta pureza de g-CsN4 a partir de la pirdlisis de
cianurato de melamina en un crisol tapado bajo atmdsfera de aire a 600 °C durante 50 min,
segun el procedimiento descrito en Dante, R.C. et al., “Synthesis of crumpled nanosheets of
polymeric carbon nitride from melamine cyanurate”, Journal of Solid State Chemistry, 2013,
201, 153-163.

La metacrilacion del g-CsN4 (dopado) se realizé partiendo de 210 mg de g-CsN.4 dispersados
en una solucion de anhidrido metacrilico (AM, p=1,035 g/L y Pm=154,16 g/mol) en
tetrahidrofurano (THF) [por dispersion de 0,5 mL de MA en 25 mL de THF]. La mezcla se
sonico en ciclos de entre 10 y 15 minutos intercalados con ciclos sin sonicacion de entre 5y

10 minutos y con una frecuencia de 10 a 20 kHz.

Seguidamente, se realizd la metacrilacion de 1200 mg de hidroxiapatito, siguiendo el
procedimiento de sonicacion descrito por Mehta, D.; George, S. “Hydroxyapatite: Synthesis
and Characterization”, Proceedings of International Conference on Materials for the Future -
Innovative Materials, Processes, Products and Applications — ICMF 2013, 565-567, con
modificaciones en la frecuencia y tiempos de sonicacion (la mezcla se sonicé en ciclos de
entre 10 y 15 minutos intercalados con ciclos sin sonicacién de entre 5 y 10 minutos y con
una frecuencia de 10 a 20 kHz) y la dispersion del HAp en una solucion de AM en THF [0,5
mL de AM (p=1,035 g/L y Pm=154,16 g/mol) en 25 mL de THF]. Dicha sonicacion
generalmente conduce a la formacion de polvo ceramico fino que tiene una alta porosidad
(Poinern, G.E. et al., “Thermal and ultrasonic influence in the formation of nanometer scale

hydroxyapatite bio-ceramic”, International Journal of Nanomedicine 2011, 6, 2083-2095).

En la siguiente etapa, de mezcla, se adicioné la solucion metacrilada de g-CsN4 sobre la
solucion metacrilada de COS, gota a gota con agitacién, seguido de sonicacién en ciclos de
entre 10 y 15 minutos intercalados con ciclos sin sonicacién de entre 5 y 10 minutos y con
una frecuencia de 10 a 20 kHz, y se mantuvo agitando durante 30 min. Sobre la mezcla
anterior, se adiciono la solucion metacrilada de hidroxiapatito, gota a gota con agitacion,

seguido de sonicacion durante 5 minutos, alternando periodos de descanso de 1 minuto, y
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se mantuvo agitando durante 30 min, al tiempo que se controlaba tanto la temperatura de
trabajo [inferior siempre a 60 °C] como el pH [preferiblemente, entre 4 y 5]. La solucién
resultante se mantuvo durante 24 horas con agitacion y, por ultimo, se centrifugd y se
realizaron sucesivos lavados con agua bidestilada y desionizada (milli-Q) con el objeto de
eliminar el exceso de AM. Finalmente, la solucion se liofilizd, respondiendo a la relacion
molar de 0,5:1:1 g-C3sN4-COS-HAp.

En el caso particular de que se opte el producto en forma de hidrogel, la preparacién de la
mezcla metacrilada de g-CsN4, COS y Hap se lleva a cabo segun la descripcion precedente,
pero modificando la etapa final. En particular, una vez formada la solucién y centrifugada, se
procede a verter, gota a gota, sobre una solucién acuosa de NaOH 0,5 M, durante
aproximadamente 30 minutos. Seguidamente, la mezcla se somete a sonicacién durante
otros 30 minutos, en periodos de 5 minutos. La solucién resultante se mantiene a
temperatura ambiente durante 12 horas bajo agitacion y, a contiuacién, se lava con agua

repetidamente. Finalmente, se procede al secado durante 24 horas a 110 °C.

Ejemplo 2: Encapsulacion de un extracto de Uncaria tomentosa (UT) en
nanotransportadores de g-C3N4+-COS-HAp y su formulacién en estado de liofilizado e
hidrogel

El extracto a encapsular fue obtenido a partir de corteza de ufha de gato (Uncaria tomentosa)
procedente de La Merced, Chanchamayo, Peru. Las muestras, de color dorado, fueron
mezcladas, secadas y pulverizas en una trituradora mecanica hasta obtener un polvo fino.
Se mezcl6 el polvo de U. tomentosa con el medio hidroamoniacal en una relacion 1:20 (p/v)
y se calentd en un bafio de agua a 50 °C durante 30 min, con ciclos de sonicacion entre 10y
15 minutos intercalados con ciclos sin sonicacion de entre 5 y 10 minutos y con una
frecuencia de 10 a 20 kHz. La disolucién fue centrifugada a 9000 rpm durante 15 min y el
sobrenadante se filtré a través de papel de filtro Whatman No. 1. Seguidamente, se liofilizd
para obtener el polvo sdlido utilizado como compuesto bioactivo a encapsular (CBA) en el
complejo g-C3sN4:COS:HAp. Para ello, se adicionaron 105 mg de este CBA sobre el complejo
citado (obtenido segun se ha descrito anteriormente, en el ejemplo 1) y la mezcla se sometio
a sonicacién en ciclos de entre 10 y 15 minutos intercalados con ciclos sin sonicacion de
entre 5 y 10 minutos, con una frecuencia de 10 a 20 kHz, mientras se controlaba la
temperatura de trabajo (inferior siempre a 60 °C) y el pH (entre 4 y 5). La solucion resultante
obedecié a la relacion molar g-CsN4:COS:HAp:CBA de 0,5:1:1:0,25, siendo la concentracion
final del CBA del 9 %.
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La preparacion de los hidrogeles se realizdé del mismo modo, pero afiadiendo una etapa
adicional de precipitaciéon del hidrogel con NaOH 0,5M. Posteriormente, se procedio a lavar

el hidrogel con agua abundante y se caracteriz6 segun el ejemplo 3.

En cuanto a la eficiencia de encapsulacién (EE) del extracto de la planta, se determino
utilizando el método indirecto propuesto por Fischer, J. et al., “Targeted Drug Delivery in
Plants: Enzyme-Responsive Lignin Nanocarriers for the Curative Treatment of the Worldwide
Grapevine Trunk Disease Esca”, Advanced Science 2019, 6, 1802315. Brevemente, la
muestra se centrifugdé a 10.000 rpm (60 min) y el sobrenadante que contenia el extracto de
la planta no encapsulado se liofilizdé primero, posteriormente se redisolvié en metanol:agua
(1:1, v/v), se paso por un filtro de 0.2 ym y se analizé mediante cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) utilizando un sistema HPLC de la serie Agilent 1200. Las condiciones
operativas de este analisis fueron las estipuladas en Krizsan et al., “HPLC analysis of
anthraquinone derivatives in madder root (Rubia tinctorum) and its cell cultures”, Journal of
Liquid Chromatography & Related Technologies 2006, 19, 2295-2314: fase movil de
metanol-5% - acido acético (pH 3) (70 a 30); volumen de inyeccion de 10 pL; temperatura de
la columna de 20 °C; caudal de 0,2 mL/min y detector G1315D, operado a 250 nm. La
eficiencia de encapsulacién se determind como EE(%) = (m(extracto inicial)-m(extracto

sobrenadante))/m(extracto inicial)) x 100, siendo superior al 95 %.

En cuanto a la eficiencia de liberacion (EL), los ensayos de liberacion se realizaron
anadiendo una cantidad ponderada del nanotransportador o nanocarrier (NC) cargado con el
compuesto bioactivo (CBA) liofilizado (obtenido previamente en el ensayo de eficiencia de
encapsulacion) y 2,5 U de quitosanasa (EC 3.2.1.132) a una soluciéon de metanol:agua (1:1,
v/v) bajo agitacién ligera (150 rpm) en la oscuridad durante 2 h. Se tomé una alicuota del
extracto de U. ftomentosa liberado y se analizé por el mismo método empleado para
determinar el extracto residual (es decir, no encapsulado). La eficacia de la liberacion se
calcul6 a partir de la cantidad de extracto liberado como porcentaje de la cantidad total de

extracto encapsulado en las NC, siendo superior al 80 %.

Ejemplo 3: Caracterizacion del nuevo nanomaterial

Caracterizacion por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) y
Reflectancia Total Atenuada (ATR)
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Los espectros vibracionales infrarrojos se han registrado usando un espectréometro FTIR
Nicolet iS50 de Thermo Scientific (Waltham, MA, EE.UU.) equipado con un sistema
integrado de reflexion total atenuada (ATR). Los espectros se han registrado con una
resoluciéon de 1 cm™ en el rango de 400-4000 cm™, tomando los interferogramas

resultantes de la co-adicion de 64 escaneos.

Los espectros del nanomaterial de g-CsNs-COS-HAp ensamblado mediante AM como
agente de entrecruzamiento se recogen en la Tabla 1. La presencia de bandas a 806 y 890
cm™" es atribuible al modo vibracional de “breathing” de las unidades de tri-s-triazina y al
modo de deformacion de los enlaces N-H, respectivamente. Las bandas ubicadas entre
1100 y 1700 cm™ se asignan a los modos de tension tipicos de los heterociclos CN,
mientras las bandas ubicadas entre 2200 y 2500 cm™' se pueden asignar a la presencia de
un triple o un doble enlace (C=N o C=C). Adicionalmente, las bandas a 2800 y 3300 cm™’
son consistentes con la vibracion de tension N-H y/o C-H. Ademas de las bandas
anteriores, atribuidas a g-CsNa, se observa una sefial entre 900 y 1100 cm™" correspondiente
a los grupos PO,* del hidroxiapatito, confirmando con ello su presencia en el material

compuesto.

Tabla 1. Principales bandas en el espectro infrarrojo del nanomaterial g-CsN4+-COS-HAp puro
(nanotransportadores vacios) y tras encapsulado de un compuesto bioactivo (CBA) como es

el extracto hidrometanodlico de Uncaria tomentosa.

Nimero de onda (cm™)

g-CsN4-COS-HAp gﬁ:gh;f&CB%S- Asignacion
3254 3250 banda -NH (g-C3N4)
3161 3158 --
3093 3091 deformacién C-H (aromaticos)
2930 alifaticos (CH y CHs)
2897 tension C-H
2859 --tension C-H
2491 --C-H tensién simétrica
2360 C=0 simétrica y asimétrica
2345 tension antisimétrica de CO;
1628 1629 caracteristica de OH
1718, 1617, 1569 acrilado
combinacion de vibraciones de flexion -NH
1541 1537 y tension C-N en complejos de amida
1458, 1411 1456 P-O
1402 C=0 tensién simétrica de grupos COO
1394 tension C-N*
1310 1315 oscilante CH»
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1231 1234 tension C-N
1204 1206 tensién C-O
1074 fosfato
920 CH: tensién en el plano asimétrica--
890 890 deformacion C=C
806 807 tension axial C-C
703 flexién fuera del plano C-H
563 P-O

Caracterizacion por microscopia electronica de transmision (TEM) del complejo
metacrilado C3N4-COS-HAp solo y tras la encapsulaciéon de un CBA

La caracterizacion por microscopia electronica de transmision (TEM) se realizé6 con un
microscopio JEOL (Akishima, Tokio, Japon) JEM 1011 HR. Condiciones de funcionamiento:
100 kV; 25.000-120.000 aumentos. Las micrografias se obtuvieron con una camara CCD
GATAN ES1000W (4000 x 2672 pixeles). Se utiliz6 acetato de uranilo (2%) para la tincién

negativa de las muestras. Los nanotransportadores se muestran en la Figura 1.

Ejemplo 4: Actividad fotocatalitica

Para evaluar la actividad fotocatalitica del nanomaterial g-C3sN4-COS-HAp, se realizaron
ensayos de degradacion del colorante rodamina B (RhB) bajo irradiacion de luz visible (A >
420 nm), siguiendo el protocolo descrito por Dong, G.; Zhang, L. “Porous structure
dependent photoreactivity of graphitic carbon nitride under visible light”, Journal of Materials
Chemistry 2012, 22, 1160-1166, con pequefias modificaciones. En concreto, los ensayos se
llevaron a cabo a una concentracion mas elevada de RhB (10 mg/L en lugar de 5 mg/L) en
el mismo volumen (100 mL). Se eligié6 como fuente de luz visible una lampara de xenén de
300 W con un filtro de corte de 420 nm. Los nanotransportadores de g-CsN4-COS-HAp (0,1
g) se dispersaron en 100 mL de solucion acuosa de 10 mg/L de RhB en un recipiente con
una camisa de agua de refrigeracion en el exterior. Para obtener un equilibrio de adsorcién-
desorcion entre el material ensayado y el RhB, la solucién se agité en la oscuridad durante 2
h. Durante la irradiacion, se tomaron unos 4 mL de las suspensiones a intervalos de 10 min
(durante un periodo de 2 h) y posteriormente se centrifugaron para eliminar los
nanotransportadores. La concentracion de RhB se determin6 mediante mediciones de
absorbancia a 550 nm con un espectrofotometro Multiskan GO Microplate (Fisher Scientific).
La constante de reaccion (k) se calculd como In(C/Co) = —kt, donde C es la concentracion
para cada tiempo ensayado, y Co es la concentracion inicial cuando se alcanzé el equilibrio
de adsorcién/desorcion. El nanomaterial logré degradar la totalidad de la RhB en menos de

90 minutos. La constante de reaccion fue de aproximadamente 0.03 min™".
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Se realizaron ensayos fotocataliticos adicionales sobre la capacidad del nanomaterial de g-
CsN4-COS-HAp para reducir el U(VI) a U(IV) bajo luz visible, siguiendo la metodologia
descrita en Wang, J. et al., “Tunable mesoporous g-Cs3Ns nanosheets as a metal-free
catalyst for enhanced visible-light-driven photocatalytic reduction of U(VI)”, Chemical
Engineering Journal 2020, 383, 123193, con modificaciones en las cantidades empleadas.
Se afadieron 30 mg de g-CsN4-COS-HAp en 60 mL de solucion de UO2(NOs), a una
concentracion de 3 mg/L (con 3 mL de metanol como agente sacrificial). El valor del pH se
ajust6 a 6,0. Al igual que en el procedimiento de degradacién de la RhB descrito
anteriormente, la irradiacién con luz visible se obtuvo de una lampara Xe de 300 W equipada
con un filtro de corte de 420 nm. Antes de la irradiacion, el sistema de reaccion se burbujed
con Nz en la oscuridad durante 2 horas para alcanzar el equilibrio de adsorcién-desorcion y
mantener las condiciones anaerodbicas. Durante la irradiacion, se pipetearon alicuotas de 1
mL de suspensién, que se filtraron rapidamente. La concentracion de U(VI) se midié por
espectrofotometria UV-vis a 652 nm utilizando Arsenazo lll. La constante de velocidad de
fotorreaccion (k) se calculé basandose en la cinética de pseudo primer orden como In(C/Co)
= —kt, donde C representa la concentraciéon de uranio(Vl) en un momento dado, y Co
representa la concentracién inicial. Se logré la completa reduccién de U(VI) a U(IV) en

menos de 45 minutos. La constante k resulto ser de en torno a 0.2 min™".

Ejemplo 5: Ensayos de actividad antifungica del nuevo nanomaterial g-CsN4-COS-HAp,
antes y después de la encapsulacion de un extracto de Uncaria tomentosa (UT) como
CBA

Los nanotransportadores g-C3sN4-COS-HAp, vacios (sin CBA) y cargados con extracto de U.
tomentosa (con CBA), se ensayaron frente a B. cinerea. Su actividad antifungica se
determind por el método de dilucién en agar, segun los procedimientos estandarizados de
ensayo de eficacia antifungica del EUCAST (“EUCAST definitive document EDef 7.2:method
for the determination of broth dilution minimum inhibitory concentrations of antifungal agents
for yeasts”), incorporando alicuotas de soluciones madre (de nanotransportadores vacios o
cargados con extracto U. tomentosa) en un medio de agar papata dextrosa (PDA) para
obtener concentraciones en el intervalo de 62,5 a 1500 pug/mL-". Se transfirieron tapones de
micelio fungico (2 = 5 mm) de los margenes de un cultivo de B. cinerea en PDA de una
semana de edad a placas que incorporaban las concentraciones mencionadas para cada
tratamiento (tres placas por tratamiento/concentracion, con dos réplicas cada una). Las
placas se incubaron a 25 °C en la oscuridad durante una semana. El medio PDA sin ninguna

modificacion se utilizé como control. La inhibicion del crecimiento micelial se estimo segun la
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férmula ((dc.—d:)/dc)x100, donde d: y d; representan los diametros medios de la colonia
fungica de control y de la colonia fungica tratada, respectivamente. Las concentraciones
efectivas (CEso y CEqo) se estimaron utilizando el analisis PROBIT en el software IBM SPSS
Statistics v.25 (IBM; Armonk, NY, USA).

En la Figura 2 se muestra el diametro de crecimiento del micelio de B. cinerea para los
nanotransportadores de g-CsN4+-COS-HAp vacios y cargados con U. tomentosa (UT). Los
componentes del nanotransportador presentan actividad antifiungica per se, inhibiendo al
fitopatdbgeno a una concentracion de 45 ug/mL, pero dicha actividad fue mejorada al
encapsular el extracto de U. fomentosa, logrando la completa inhibicién del crecimiento

micelial a una concentracion de 22,5 ug/mL.

Ejemplo 6: Ensayos de proteccion postcosecha en frutos de fresa frente a la infeccion
por B. cinerea

En condiciones controladas de laboratorio, se evalud la eficacia de los nanotransportadores
de C3sN4-COS-HAp cargados con el extracto de U. tomentosa (UT) para la proteccion post-
cosecha de frutos de fresa de la variedad Fortuna, que fueron inoculados con el fitopatégeno
de forma artificial. El protocolo se modifico ligeramente a partir del propuesto por Sanchez-
Hernandez et al. “Bark extract of Uncaria tomentosa L. for the control of strawberry
phytopathogens”, Horticulturae, 2022, 8(8), 672-689, con la aplicacion del tratamiento en
forma de hidrogel para el recubrir los frutos. Las fresas se desinfectaron durante 2 minutos
con una solucién de NaOCI al 3%, después se lavaron tres veces con agua destilada estéril
y se secaron en una campana de flujo laminar sobre papel absorbente estéril. Las fresas se
distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos homogéneos de 45 frutos (es decir, tres
repeticiones con 15 frutos por repeticién y tratamiento), asegurandose de que todos los
frutos estuvieran en el intervalo de 20-30 g/fruto y que fueran mayores de 25 mm de
diametro. Se trataron dos grupos con la formulacion para la que se registré mayor actividad
in vitro contra B. cinerea en el Ejemplo 5, es decir, con los nanotransportadores de C3Na-
COS-HAp cargados con extracto de U. tomentosa (UT), a diferentes concentraciones (MIC y
MICx2, es decir, 22,5 y 45 ug/mL), mientras que los otros grupos sirvieron como control
negativo (sin tratamiento y sin patdégeno) y positivo (con patégeno y sin tratamiento). Se
hicieron heridas superficiales (g = 5 mm) en la zona ecuatorial de cada fruto; a continuacion,
se sumergieron las fresas en el tratamiento con la solucién en forma de gel del tratamiento
de C3N4-COS-HAp-UT durante cinco minutos, y se secaron a temperatura ambiente en una

campana de flujo laminar, utilizando papel absorbente estéril. En las heridas superficiales se
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coloco un tapon de un cultivo de PDA de B. cinerea (con el micelio orientado hacia la herida
del fruto). Los frutos se colocaron en cajas de plastico tapadas y se almacenaron durante
siete dias a 4 °C y 95-98% HR, y después se expusieron a un periodo de conservacion de 4
dias a 20 °C y 95-98% HR. Durante el almacenamiento, se analizé el porcentaje de frutos
infectados y la gravedad de la enfermedad (segun una escala empirica con seis grados: 0,
fruta sana; 1, 1-20% de superficie de fruta infectada; 2, 21-40% de superficie de fruta
infectada; 3, 41-60% de superficie de fruta infectada; 4, 61-80% de superficie de fruta

infectada; 5, mas del 81% de superficie infectada con esporulacion).

En cuanto a los atributos de calidad, la firmeza se midi6 en la zona central de las fresas
(previamente cortadas en mitades) utilizando un analizador de textura TA-XT2 (Stable Micro
Systems, Godalming, Reino Unido) con una sonda plana de 5 mm de diametro. La
profundidad de penetracion fue de 5 mm y la velocidad de la cruceta fue de 5 mm/s. Los
resultados se presentan en la Tabla 2 y la Figura 3. A una concentracion de 22,5 yg/mL, el
tratamiento evit6 el desarrollo de la enfermedad hasta el séptimo dia, y logré una reduccién
notable hasta el noveno dia, pero la severidad el undécimo dia fue significativa. A la
concentracién mayor (45 pg/mL), el control de podredumbre gris mejord, logrando mantener

el nivel de daio bajo hasta el undécimo dia.

Tabla 2. Evolucién de la severidad de la podredumbre gris en frutos de fresa sin inocular
(control negativo) e inoculados artificialmente con B. cinerea (no tratados, control positivo, y
tratados con dos concentraciones del nanomaterial cargado con un CBA) durante su

almacenamiento postcosecha.

Tiempo Control Control C3sN4s-COS-HAp-Ut C3N4-COS-HAp-Ut
(dias) negativo positivo (22,5 pg/mL) (45 pg/mL)

1 0 0 0 0

3 0 0,3 0 0

5 0 0,8 0 0

7 0 1,3 0 0

9 0 3,1 1 0,3
11 0 4,5 3,7 1,6
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REIVINDICACIONES

1. Nanomaterial polimérico con capacidad encapsulante caracterizado por que
comprende:
o g-CsN4 puro o dopado; y
. oligbmeros de quitosano (COS) de bajo peso molecular unidos mediante enlace
directo a hidroxiapatito (HAp),
donde dicho nanomaterial consiste en un complejo ternario g-CsN4+-COS-HAp constituido por
un ensamblaje de g-CsN4, COS y HAp mediante anhidrido metacrilico (AM) como agente de

entrecruzamiento.

2. Nanomaterial de acuerdo a la reivindicacion 1, donde dicho nanomaterial se presenta

en forma de film, nanogel o polvo.

3. Nanomaterial de acuerdo a la reivindicacion 1 o 2, donde la proporcién molar de los

distintos componentes del nanomaterial g-CsN4+-COS-HAp varia de 0,5:1:1 a 1:1:1.

4, Nanomaterial de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicho
nanomaterial comprende adicionalmente al menos un compuesto bioactivo (CBA)

encapsulado.

5. Nanomaterial de acuerdo a la reivindicacion 4, donde la relacion molar g-
C3sN4:COS:HAp:CBA es de 0,5:1:1:0,25.

6. Nanomaterial de acuerdo a la reivindicacion 4 o 5, donde el compuesto bioactivo
encapsulado es un compuesto agroquimico de sintesis con actividad antimicrobiana frente a

fitopatégenos.

7. Nanomaterial de acuerdo a la reivindicacion 4 o 5, donde el compuesto bioactivo
encapsulado es un agente natural seleccionado de un grupo que consiste en polifenoles,
terpenos, aceites terpénicos, carotenoides, acidos grasos, aceites, lignanos, prebibticos,

vitaminas y xantofilas, asi como cualquiera de sus combinaciones.

8. Método de obtencidn de un nanomaterial de acuerdo a la reivindicacion 1,
caracterizado por que comprende las siguientes etapas:
1) preparacion de una disolucién de quitosano de alto peso molecular en agua, con una

concentracion de entre un 2% y un 5% en peso respecto al volumen total, afiadiendo
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asimismo entre un 70% y un 90% en peso de acido acético o &cido citrico con
agitacion constante donde, una vez obtenida la disolucién, se afiade neutrasa, dando
lugar a una disolucion de COS de bajo peso molecular,

2) adicién de un agente de entrecruzamiento que consiste en anhidrido metacrilico a la
disolucién de COS obtenida en la etapa 1, en presencia de tetrahidrofurano, dioxano o
diclorometano, dando lugar a un hidrogel de oligdmeros de quitosano modificados
mediante anhidrido metacrilico como agente de entrecruzamiento;

3) adicion de hidroxiapatito a una solucidon de anhidrido metacrilico en tetrahidrofurano,
dioxano o diclorometano, dando lugar a una solucion metacrilada de hidroxiapatito;

4) adiciéon de g-CsNs puro o dopado a una solucién de anhidrido metacrilico en
tetrahidrofurano, dioxano o diclorometano, dando lugar a una solucién de g-CsN4
modificado mediante anhidrido metacrilico;

5) adicion de la solucion de g-CsNs modificado mediante anhidrido metacrilico, obtenido
en la etapa 4, al hidrogel de oligémeros de quitosano modificados mediante anhidrido
metacrilico, obtenido en la etapa 2 y, a continuacion, a la solucion metacrilada de
hidroxiapatito obtenida en la etapa 3, y someter a la mezcla a un proceso de
sonicacion por ultrasonidos a una temperatura comprendida entre 30 y 60 °C,
aplicando ultrasonidos con una frecuencia de entre 10 y 20 kHz de manera
intermitente, en ciclos de sonicacién de entre 10 y 15 minutos intercalados con ciclos
sin sonicacién de entre 5 y 10 minutos, dando lugar a una solucién del complejo g-
C3N4-COS-HAp metacrilado;

6) mantenimiento del complejo g-CsN4+-COS-HAp metacrilado en soluciéon obtenido en la
etapa anterior 5 a un pH de entre 4 y 5 bajo agitacion, siendo sometido a continuacion
a un proceso de centrifugacion y lavado con agua, eliminando el exceso de anhidrido
metacrilico y dando lugar al complejo g-CsN4+-COS-HAp, en forma de hidrogel, con una
relacion molar g-CsN4-COS-HAp de entre 1:1:1y 0,5:1:1.

9. Método de acuerdo a la reivindicacion 8, donde las etapas (1) a (3) se llevan a cabo
a una temperatura de entre 30 y 60 °C y aplicando ultrasonidos con una frecuencia de entre
10 y 20 kHz de manera intermitente, en ciclos de sonicacion de entre 10 y 15 minutos

intercalados con ciclos sin sonicacion de entre 5 y 10 minutos.

10. Método de acuerdo a la reivindicaciéon 8 o 9, donde dicho método comprende una
etapa final de liofilizacion, dando lugar al complejo g-CsN4+-COS-HAp en forma sdlida o en

polvo.
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11. Método de acuerdo a la reivindicaciéon 8 o 9, donde dicho método comprende una
etapa adicional de adicion al complejo g-C3sN4-COS-HAp de al menos un agente bioactivo
(CBA) mediante la mezcla de la solucion del complejo g-CsNs-COS-HAp metacrilado
obtenida en la etapa (5) con una solucién del agente bioactivo (CBA), sometiendo a la
mezcla a un proceso de sonicacion por ultrasonidos, a una temperatura comprendida entre
30 y 60 °C y aplicando ultrasonidos con una frecuencia de entre 10 y 20 kHz de manera
intermitente, en ciclos con sonicacion de entre 10 y 15 minutos intercalados con ciclos sin
sonicacién de entre 5 y 10 minutos, dando lugar al complejo g-CsN4-COS-HAp-CBA en

estado gel.

12. Método de acuerdo a la reivindicacién 11, donde dicho método comprende una etapa
adicional de secado o liofilizacion, dando lugar al complejo g-CsN4+-COS-HAp-CBA en estado

solido.

13. Uso de un nanomaterial de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7

para el transporte selectivo de al menos un principio activo o agente terapéutico.

14. Uso de un nanomaterial de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7
para la depuracion de aguas y/o como agente fitosanitario, siendo aplicado a los cultivos

mediante pulverizacion, a través del riego o via endoterapia.

15. Uso de un nanomaterial de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7

para proteger cultivos, siendo aplicado como pasta cicatrizante en cortes de poda.

16. Uso de un nanomaterial de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en
el tratamiento postcosecha de cultivos, siendo aplicado como recubrimiento de proteccién

durante su almacenamiento.

17. Uso de un nanomaterial de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7

como fotocatalizador.

18. Uso de un nanomaterial de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7
para la formacidbn de biocomposites o biosensores de contaminantes toxicos o

potencialmente peligrosos para el ser humano.
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