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DESCRIPCION

Recubrimientos antimicrobianos

Campo Técnico

La presente invenciéon se refiere a un recubrimiento antimicrobiano, a su proceso de
preparacion y su uso en la prevencion del crecimiento microbiano, formacién de
biopeliculas, la inhibicidn de la adhesion microbiana y/o la eliminacion de células

microbianas adheridas al mismo.

Antecedentes de la Invencidn

Las infecciones nosocomiales constituyen uno de los problemas mas importantes que se
presentan en el sistema de salud, siendo una de las principales causas de mortalidad y
aumento de la morbilidad en los pacientes hospitalizados. Una de las principales razones
de estas infecciones es la capacidad microbiana de adherirse a superficies sélidas (bidticas
0 abidticas). Esta capacidad provoca la formacion de estructuras poliméricas denominadas
biopeliculas. La funcién de las biopeliculas es actuar como una trampa para los nutrientes
y como una barrera fisica que impide la penetracién y difusién de antibiéticos y

desinfectantes comunes.

La formacién de biopeliculas comienza con la adhesién de células plancténicas individuales
a una superficie. Estas células adherentes se convierten en micro colonias que luego
proliferan en biopeliculas maduras. Las biopeliculas maduras producen componentes de
matriz extracelular (ECM) que son criticos para mantener las estructuras distintivas de los

agregados celulares.

Una estrategia efectiva para prevenir la formacién de biopeliculas en superficies bidticas y
abidticas es depositar una capa antimicrobiana en la superficie del material. Existen varios
estudios basados en la inmovilizacion o liberacion de sustancias antimicrobianas sobre
diferentes superficies, sin embargo, dependiendo de la aplicacidén, no son completamente

exitosos debido a su limitada eficacia o toxicidad.

La inmovilizacion o liberacion de sustancias antimicrobianas, como derivados de metales,
sales de poliamonio y antibidticos, ha mostrado resultados alentadores. Aun asi, su uso

puede estar asociado con efectos secundarios como citotoxicidad, hipersensibilidad y
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respuestas inflamatorias. Ademas, el uso indiscriminado de estas sustancias ha generado
un problema mayor, que es la resistencia antimicrobiana. La resistencia a los
antimicrobianos (RAM) ocurre cuando las bacterias, los virus, los hongos y/o los parasitos
cambian con el tiempo y ya no responden a los medicamentos, 1o que hace que las
infecciones sean mas dificiles de tratar y aumenta el riesgo de propagacion de
enfermedades, enfermedades graves y muerte. Como resultado de la resistencia a los
medicamentos, los antibiéticos y otros medicamentos antimicrobianos se vuelven

ineficaces y las infecciones se vuelven cada vez mas dificiles o imposibles de tratar.

Se han empleado varios enfoques en la busqueda de superficies antimicrobianas efectivas,
incluida la resistencia a la adhesién, la destruccion por contacto y la lixiviacién de biocidas.
Entre estos enfoques, la muerte bacteriana por contacto parece ser la ruta mas
prometedora; este enfoque implica modificaciones quimicas o fisicas para unir un agente

antimicrobiano a la superficie.

Entre las estrategias mas comunmente aplicadas para la modificacion de superficies se
encuentran la adsorcién (a través de interacciones electrostaticas), el acoplamiento
ligando-receptor y la unién covalente (Vasilev K, Cook J, Griesser HJ. Antibacterial surfaces
for biomedical devices. Expert Rev Med Devices. 2009;6(5):553-567).

La unién covalente ofrece varias ventajas al proporcionar los enlaces mas estables entre
el compuesto bioactivo y la superficie. Algunos estudios han reportado la inmovilizacion
sobre superficies de acero inoxidable u otras superficies (plastico, titanio y otras) de ciertas
moléculas bioactivas como péptidos antibacterianos como magainina, nisina y lisozima o

la inmovilizacién de biopolimeros como el quitosano.

Algunas de las estrategias desarrolladas recientemente se describen a continuacion.

La solicitud de patente esparfiola EP3326971A1, “Sistema antimicrobiano”, divulga la
funcionalizacion de antimicrobianos naturales con grupos trialcoxisilano sobre la superficie

de un soporte mesoporoso de silice.

El articulo “Antibacterial isoeugenol coating on stainless steel and polyethylene surfaces
prevents biofilm growth” (Nielsen, C. K., et al. "Antibacterial isoeugenol coating on stainless

steel and polyethylene surfaces prevents biofilm growth". Journal of applied microbiology
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124.1 (2018): 179-187) divulga recubrimientos de superficies de acero inoxidable y de

polietileno con eugenol, para evitar el crecimiento de biofilms.

El documento “Enhanced antimicrobial activity of essential oil components immobilized on
silica particles” (Ruiz-Rico, Maria, et al. "Enhanced antimicrobial activity of essential oil
components immobilized on silica particles."Food chemistry 233 (2017): 228-236.) divulga
la inmovilizaciéon de aceites esenciales mediante 3-aminopropil trietoxisilano, sobre tres

soportes distintos de silicio.

El documento “Métodos y soportes para la inmovilizacion de componentes de aceites
esenciales y su efecto sobre la actividad antimicrobiana y antioxidante” (Cebrian Cabo,
Santiago. "Métodos y soportes para la inmovilizacibn de componentes de aceites
esenciales y su efecto sobre la actividad antimicrobiana y antioxidante." (2020)) describe

la inmovilizacién de componentes de aceites esenciales en nanoparticulas de silice.

La solicitud de patente internacional W02021107870A1 divulga un polimero antimicrobiano

y la preparacion de recubrimientos de superficies para aplicaciones antimicrobianas.

La solicitud de patente internacional WO02022067358A1 divulga recubrimiento
antimicrobiano que comprende un sustrato, una molécula de enlace y un biosurfactante,

donde el biosurfactante se une covalentemente a la superficie del material del sustrato.

No obstante, las estrategias descritas en estado de la técnica presentan varios
inconvenientes tales como la poca robustez de la union con la molécula bioactiva que
eventualmente resulta en una baja actividad microbiana y potencial de reutilizacion de la
superficie bajo. Ademas, los sistemas descritos no son faciimente aplicables a distintas
superficies, por ejemplo, paredes o encimeras, y/o0 elementos, por ejemplo, material

quirurgico o protesis.

La presente invencion proporciona una solucidén a ese problema.

Sumario de la invencidén

En un primer aspecto, la invencion se refiere a un recubrimiento antimicrobiano que

comprende una capa de silice y moléculas bioactivas funcionalizadas con una molécula de
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enlace, donde las moléculas bioactivas funcionalizadas estan inmovilizadas

covalentemente a la superficie de la silice mediante enlaces covalentes.

En un segundo aspecto, la invenciéon se refiere a un proceso para depositar un
recubrimiento antimicrobiano de acuerdo al primer aspecto de la invencién que comprende

las siguientes etapas:

a) proporcionar un sustrato,

b) activacion de la superficie del sustrato mediante el tratamiento del sustrato
con una solucion de acido sulfurico y peroxido de hidrogeno.

C) deposicion de una capa de silice en la superficie del sustrato mediante la
polimerizacion de precursores de silice en medio alcalino,

d) funcionalizacién de las moléculas bioactivas mediante su reaccién con la
molécula de enlace en fase liquida,

e) inmovilizacion covalente de las moléculas bioactivas funcionalizadas
obtenidas en la etapa d) sobre la capa de silice generada en la etapa ¢) mediante
la deposicidn de una solucion alcohdlica que comprende las moléculas bioactivas
funcionalizadas, y

f) secado de la superficie a temperatura ambiente.

En un tercer aspecto, la invencion se refiere a un elemento, por ejemplo, herramientas
quirurgicas, o superficies, por ejemplo, paredes o suelos, que comprende al menos
parcialmente un recubrimiento antimicrobiano de acuerdo al primer aspecto o un

recubrimiento preparado de acuerdo al segundo aspecto de la invencion.

En un cuarto aspecto, la invencién se refiere al uso de un recubrimiento antimicrobiano de
acuerdo al primer aspecto, un recubrimiento antimicrobiano preparado de acuerdo al
segundo aspecto o de un elemento o superficie de acuerdo al tercer aspecto de lainvencion
en la prevencién del crecimiento microbiano, formacién de biopeliculas, la inhibicion de la

adhesion microbiana y/o la eliminacién de células microbianas adheridas al mismo.

Descripcién de las figuras

Figura 1. Analisis HR-FESEM EDX de las superficies SS y SS-SiO; para la determinacion

del grosor de la capa de silice de la superficie SS-SiO..
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Figura 2. Comparativa de recuentos (UFC, %) de la bacteria S. epidermidis después del
contacto con superficies funcionalizadas (SS-SiO2-Van) y no funcionalizadas (SS, SS-OH

y SS-Si0») en funcion del tiempo.

Figura 3. Robustez del efecto antimicrobiano de las superficies SS-SiO,-Van frente a S.

epidermidis tras varios test sucesivos.

Figura 4. Comparativa de recuentos (log CFU/ml, %) de la bacteria E. coli después del
contacto con superficies funcionalizadas (PP-SiO2>-Van) y no funcionalizadas (PP, PP-OH
y PP-SiO,) después de 24h.

Figura 5. Capacidad inhibitoria para la formacion de biopeliculas de superficies SS-SiO»-

Van frente a S. epidermidis después de 24h.

Figura 6. Analisis HR-FESEM EDX de las superficies SS, SS-Si0O,, SS-Si0O>-Van y SS-

SiO2-Van después del ensayo contra biofilm.

Figura 7. Analisis HR-FESEM EDX de las superficies SS, SS-Van y SS-Van después del

ensayo contra biofilm.

Figura 8. Ensayo antimicrobiano de inhibicién de la formacién de biofiims de las distintas

superficies de acero frente a S. epidermidis.

Figura 9. Ensayo antimicrobiano de inhibicién de la formacién de biofiims de las distintas

superficies de acero frente a S. epidermidis en un segundo ciclo de uso.

Descripcién detallada de la invencién

La presente invencién proporciona un recubrimiento antimicrobiano que comprende una
capa de silice y moléculas bioactivas funcionalizadas con una molécula de enlace, donde
las moléculas bioactivas funcionalizadas estan inmovilizadas covalentemente a la

superficie de la silice mediante enlaces covalentes.

El uso de recubrimientos antimicrobianos mejorados por una inmovilizacién covalente de

una molécula antimicrobiana bioactiva en la superficie mediante una capa intermedia de



10

15

20

25

30

35

WO 2025/017233 6 PCT/ES2024/070445

silice, supone una novedad en este campo técnico. En particular en lo que se refiere a la
bacteria S. epidermidis, considerada una de las causas mas frecuentes de infecciones
nosocomiales y principal patogeno responsable de las infecciones crénicas asociadas al

biopeliculas en tejidos como la piel, las vias respiratorias y los dispositivos médicos.

El término “antimicrobiano” se refiere a un elemento que impide la formacion o el desarrollo
de los microorganismos. En particular, se refiere a un recubrimiento que previene el
crecimiento microbiano, la formacion de biopeliculas, inhibe la adhesion microbiana y/o

elimina las células microbianas adheridas al mismo.

El término “molécula bioactiva” se refiere a moléculas que poseen actividad antimicrobiana,

en particular antibacteriana, antifungica y/o antiviral.

El término "polimero(s)" en el contexto de esta solicitud significa oligébmero(s), polimero(s)
y copolimero(s), sus mezclas y principalmente también su formacién de composites con
base organica y/o sustancialmente organica. Habitualmente, el (los) "polimero(s)" en el
contexto de esta solicitud se presenta(n) predominantemente o completamente en forma

de polimero(s) y/o copolimero(s).

El término “funcionalizar” se refiere a la modificacidon de una superficie 0 molécula para
incorporar ciertos elementos, por ejemplo, grupos funcionales o moléculas, que doten dicha

superficie de propiedades fisicoquimicas particulares.

El término "activar" se refiere a la capacidad, en un paso procedimental posterior, por
ejemplo, una etapa de inmersién, de una solucion y/o una dispersién acuosa, cerca de la
superficie del sustrato, de generar grupos hidroxilo. En el procedimiento de acuerdo con la
invencién se crea de esta manera una condicidon de que puede formarse una capa

secuencial sobre el sustrato.

El término “inmovilizacién covalente” se refiere a la union mediante un enlace covalente.
En particular se refiere a la unidén entre sustrato y silice y a la unién silice y molécula

bioactiva mediante enlaces covalentes.

Mas especificamente, la presente invencién se basa en la mejora y superacién de los
inconvenientes y desventajas que presentan los métodos ya conocidos, en particular

aquellos descritos en WO 2022067358. En particular los métodos conocidos presentan
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lixiviacion de los sitios activos, actividades antimicrobianas baja y mala reproducibilidad en

el recubrimiento de materiales.

Este recubrimiento antimicrobiano puede actuar frente a los microorganismos que se
desee, ya sean bacterias, virus o también hongos microscépicos, levaduras o protozoos.
Asi, el recubrimiento testado en S. epidermidis constituye un modelo para otros

microorganismos.

El recubrimiento del primer aspecto se une de manera covalente a la superficie del sustrato
(S) mediante enlaces S-O-Si entre el sustrato y la capa de silice. La union covalente entre
sustrato y recubrimiento mediante una capa de silice dota el recubrimiento de gran robustez
y permite que las moléculas bioactivas se mantengan ancladas en el sustrato durante un
periodo prolongado de tiempo y por tanto se mantenga la eficacia antimicrobiana de la

superficie recubierta.

La capa de silice dispuesta sobre el sustrato se caracteriza por un grosor entre 0.10 pmy
10 um, preferiblemente la capa de silice dispuesta sobre el sustrato tiene un grosor entre

0,10 um y 5 pm, y todavia mas preferiblemente entre 0,10 pmy 2 um.

En las estrategias descritas en el estado de la técnica, por ejemplo, en WO 2022067358,
el enlace de la molécula bioactiva se lleva a cabo mediante un anclaje directo de la
molécula de enlace sobre la superficie del acero, resultando en una unién covalente de tipo
Fe-O-Si. Este tipo de enlace no es muy robusto porque el enlace Fe-O es bastante
susceptible a la hidrélisis y por ello el recubrimiento resultante tiene una capacidad de
reutilizacion bajo. Sin embargo, en el recubrimiento de la invencién, la capa de silice
refuerza los anclajes al acero, y el anclaje final de la molécula de enlace se lleva a cabo a

través de enlaces Si-O-Si, siendo estos mucho mas estables.

Los sustratos que pueden ser recubiertos por los recubrimientos de la invencién son muy
variados, como, por ejemplo, metales, polimeros, materiales ceramicos y/o vidrio. Los
metales adecuados incluyen, entre otros, titanio, cobre, oro, estafio, niquel, aluminio,
hierro, cobalto, plata, platino, magnesio, manganeso, zinc y aleaciones de metales como

aceros, bronce o laton.

En el grupo de los polimeros se incluyen polimeros convencionales, como, por ejemplo,

cloruro de polivinilo (PVC), acido de polivinilo (PVA), polietileno (PE), poliestireno (PS),
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polipropileno (PP), policarbonato (PC), tereftalato de polietilieno (PET), poliamida (PA),
poliuretano (PU), estireno, butadieno, acrilonitrilo (ABS), o polimeros biodegradables,

como, por ejemplo, acido poli lactico (PLA), colageno, biogomas, o celulosa.

Los materiales ceramicos de interés incluyen, a modo de ejemplo, TiO2, Al.Os, materiales
tipo cermet, por ejemplo, WC-Co o WC-Co-Cr, o materiales bi-componente como pueden
ser TiO2 + NiAl.

Los recubrimientos de la invencion pueden recubrir la superficie del sustrato de manera

total o parcial segun sea necesario.

En dichos recubrimientos antimicrobianos, se prefiere que las moléculas bioactivas se
seleccionen del grupo de componentes de aceites esenciales (CAE), acidos organicos,
polimeros naturales, bacteriocinas, y/o enzimas. En una realizacion preferida, la molécula
bioactiva es un componente de aceite esencial. En la realizacién mas preferida la molécula
bioactiva se selecciona del grupo de componentes de aceites esenciales siguiente:
carvacrol, cinamaldehido, perillaldehido, eugenol, timol, vainillina, geraniol, cafeno,
timoquinona, dialiyldisulfito, alil isotiocianato o mezclas de los mismos. En la realizacion
aun mas preferida la molécula bioactiva es vainillina. La actividad antimicrobiana de los
CAE no se atribuye a un unico mecanismo, sino que es una cascada de reacciones
(degradacion de la pared celular, dafio de la membrana citoplasmica, dafo de la proteina
de la membrana, coagulacion del citoplasma y agotamiento del poder de los protones) que
da como resultado la destruccién de las células de los microorganismos. Ademas, los CAE

pueden penetrar en biopeliculas formadas y matar los microorganismos protegidos.

En los recubrimientos de la invencién, la molécula bioactiva se encuentra presente en un
rango de concentraciones de 0,5 a 1,5 mg/cm?, preferiblemente en un rango de 0,8 a 1,05
mg/cm?. La molécula bioactiva en estos rangos de concentracion asegura se produzca el

efecto antimicrobiano deseado.

En lo que se refiere a la molécula espaciadora, se prefiere que la molécula de enlace sea
un alcoxisilano, preferiblemente la molécula de enlace se selecciona del siguiente grupo 3-
aminopropil trietoxisilano (APTES), clorometil trietoxisilano, cloroetil trietoxisilano,
cloropropiletil trietoxisilano, (3-mercaptopropil) trietoxisilano, (4-Clorofenil trietoxisilano, 3-
(Trietoxisilil)propionitrilo, 3-(Trietoxisilil)propil isocianato, mas preferiblemente la molécula

de enlace es 3-aminopropil trietoxisilano (APTES).
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En la realizacién preferida del primer aspecto las moléculas bioactivas funcionalizadas
estan unidas a la silice mediante enlaces covalentes silicio-oxigeno-silicio (Si-O-Si). Este
enlace covalente Si-O-Si entre molécula bioactiva y silice asegura una unién fuerte y
duradera, de manera que el recubrimiento es resistente al paso del tiempo y a multiples

lavados, manteniendo su actividad antimicrobiana.

En su segundo aspecto, la invencién se refiere a un proceso para depositar un
recubrimiento antimicrobiano de acuerdo al primer aspecto en sustratos que comprende
las siguientes etapas:
a) proporcionar un sustrato;
b) activacion de la superficie del sustrato mediante el tratamiento del sustrato
con una solucién activadora;
C) deposicion de una capa de silice en la superficie del sustrato mediante la
polimerizacion de precursores de silice en medio alcalino;
d) funcionalizacién de las moléculas bioactivas mediante su reaccién con la
molécula de enlace en fase liquida;
e) inmovilizacion covalente de las moléculas bioactivas funcionalizadas
obtenidas en la etapa d) sobre la capa de silice generada en la etapa ¢) mediante
la aplicacion de una solucion que comprende la molécula bioactiva funcionalizadas,

Y,
f) secado de la superficie.

En una realizacién preferida del segundo aspecto, los sustratos que pueden ser recubiertos
por la invencién son muy variados, como, por ejemplo, metales, polimeros, materiales
ceramicos y/o vidrio. Los metales adecuados incluyen, entre otros, titanio, cobre, oro,
estafno, niquel, aluminio, hierro, cobalto, plata, platino, magnesio, manganeso, zinc y
aleaciones de metales como aceros, bronce o laton. En el grupo de los polimeros se
incluyen, entre otros, cloruro de polivinilo (PVC), acido de polivinilo (PVA), polietileno (PE),
poliestireno (PS), polipropileno (PP), policarbonato (PC), tereftalato de polietileno (PET),
poliamida (PA), poliuretano (PU), estireno, butadieno, acrilonitrilo (ABS), acido poli lactico
(PLA), colageno, biogoma, o celulosa. Los materiales ceramicos de interés incluyen, a
modo de ejemplo, TiO-, Al.O3, materiales tipo cermet, por ejemplo, WC-Co o WC-Co-Cr, o

materiales bi-componente como pueden ser TiO2 + NiAl.
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En la realizacion del segundo aspecto, la solucion activadora de la etapa b) es una solucién
acida y/u oxidante. En una realizacién preferida del segundo aspecto, la superficie del
sustrato se activa mediante una solucién activadora que consiste en una solucién acuosa
de acido sulfurico, acido nitrico, persulfato de potasio, perdxido de oxigeno o una mezcla
de los mismos. La activacién de la superficie se lleva a cabo durante menos de 15 min,
preferiblemente 10 min. El contacto entre la solucién acuosa y la superficie del sustrato
debe ser corta para evitar los efectos corrosivos de la misma y a la vez generar suficientes

grupos hidroxilos en la superficie del sustrato.

En una realizacion preferida del segundo aspecto, la deposicién de la capa de silice de la
etapa ¢) se produce mediante la generacién in situ de silice a partir de un precursor
seleccionado del grupo de ortosilicato de tetrametilo (TMOS), ortosilicato de tetraetilo
(TEOS), metiltrimetoxisilano (MTMS), feniltrimetoxisilano (PTMS), dimetildimetoxisilano
(DMDMS) y metacriloxipropiltrimetoxisilano (MPTMS). La opcion mas preferida de

precursor es el ortosilicato de tetraetilo (TEOS).

En una realizacién preferida del segundo aspecto, la molécula bioactiva se selecciona del
grupo de aceites esenciales, acidos organicos polimeros naturales, bacteriocinas, enzimas,
preferiblemente la molécula bioactiva es un aceite esencial. En una realizacién mas
preferida la molécula bioactiva es un componente de aceite esencial. En una realizacién
aun mas preferida la molécula bioactiva se selecciona del grupo de componentes de
aceites esenciales (CAE) constituido por carvacrol, cinamaldehido, perillaldehido, eugenol,
timol, vainillina, geraniol, cafeno, timoquinona, dialiyldisulfito, alil isotiocianato o mezclas de

los mismos. En la realizacién mas preferida la molécula bioactiva es vainillina.

En una realizacién preferida del segundo aspecto, la molécula de enlace empleada en la
etapa d) es un alcoxisilano, preferiblemente la molécula de enlace se selecciona del
siguiente grupo 3-aminopropil trietoxisilano, clorometil trietoxisilano, cloroetil trietoxisilano,
cloropropiletil trietoxisilano, (3-mercaptopropil) trietoxisilano, (4-Clorofenil trietoxisilano, 3-
(Trietoxisilil)propionitrilo, 3-(Trietoxisilil)propil isocianato. En la realizacion mas preferida la

molécula de enlace es 3-aminopropil trietoxisilano.

En una realizacion preferida del segundo aspecto, la solucion de la etapa €) que comprende
la molécula bioactiva funcionalizada es una solucién de pentano, ciclopentano, hexano,
ciclohexano, benceno, tolueno, 1,4-dioxano, cloroformo, éter dietilico, diclorometano
(DCM), tetrahidrofurano (THF), acetona, dimetilformamida (DMF), acetonitrilo (MeCN),
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dimetilsulfoxido (DMSOQO), acido férmico, n-butanol, alcohol isopropilico (IPA), metanol,
etanol, agua o sus mezclas. En una realizacién mas preferida, la solucidén es una solucién
acuosa alcoholica, preferiblemente una solucién de etanol y agua. En una realizacion

preferente el secado de la etapa d) se produce a temperatura ambiente.

En su tercer aspecto, la invencion se refiere a un elemento o superficie que comprende al
menos parcialmente un recubrimiento antimicrobiano de acuerdo al primer aspecto o un

recubrimiento preparado de acuerdo al segundo aspecto de la invencion.

Los elementos o superficies que pueden comprender el recubrimiento de la invencion
pueden ser distintos materiales, en particular pueden ser de metal, polimeros, materiales
ceramicos y/o vidrio. Los metales adecuados incluyen, entre otros, titanio, cobre, oro,
estano, niquel, aluminio, hierro, cobalto, plata, platino, magnesio, manganeso, zinc y
aleaciones de metales como aceros, bronce o laton. En el grupo de los polimeros se
incluyen, entre otros, cloruro de polivinilo (PVC), acido de polivinilo (PVA), polietileno (PE),
poliestireno (PS), polipropileno (PP), policarbonato (PC), tereftalato de polietileno (PET),
poliamida (PA), poliuretano (PU), estireno, butadieno, acrilonitrilo (ABS), acido poli lactico
(PLA), colageno, biogoma, o celulosa. Los materiales ceramicos de interés incluyen, a
modo de ejemplo, TiO2, Al,O3, materiales tipo cermet, por ejemplo, WC-Co o0 WC-Co-Cr, 0

materiales bi-componente como pueden ser TiO2 + NiAl.

Entre los elementos cuya superficie tendria mayor interés recubrir, pueden citarse: una
mascarilla higiénica, un tejido, una tela, instrumental de uso clinico, una pared, un suelo,
un mueble, un pasamanos, un dispositivo movil, una pantalla tactil o un filtro de aire. En
general, puede tener interés cualquier superficie de cualquier objeto presente en un lugar
donde debe predominar la higiene y debe hacerse lo posible por mantenerla, pero donde,

desgraciadamente, es habitual la presencia de distintos microorganismos.

En su cuarto aspecto la invencion se refiere a uso de un recubrimiento antimicrobiano de
acuerdo al primer aspecto, un recubrimiento antimicrobiano preparado de acuerdo al
segundo aspecto 0 de un elemento o superficie de acuerdo al tercer aspecto en la
prevencion del crecimiento microbiano, formacion de biopeliculas, la inhibicién de la

adhesion microbiana y/o la eliminacién de células microbianas adheridas al mismo.

El microorganismo puede ser una bacteria, pero también un virus, un hongo microscopico,

levaduras o un protozoo. Se tiene preferencia por una bacteria.
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La invencion se explicara ahora con mayor detalle mediante los Ejemplos y Figuras que

aparecen a continuacion.

Ejemplos

Ejemplo 1. Funcionalizacidén de moléculas bioactivas

Ejemplo 1.1. Funcionalizacion de moléculas bioactivas - vainillina

Para funcionalizar la molécula bioactiva, en este caso la vainillina, primeramente, se
suspendié 1 g de vainillina en 25 mL de diclorometano y luego se anadieron a la mezcla
1,2 mL de 3-aminopropil trietoxisilano (APTES). La relacién molar entre los reactivos fue
de 1:1 de vainillina:APTES (Esquema 1). La mezcla se agité durante 2 h, y después de
esto, la suspension se evapord a presion reducida para obtener el correspondiente
derivado de alcoxisilano, (E)-2-metoxi-4-(((3-trietoxisililpropil)imino)metil)fenol. En este
primer paso, la reacciéon entre la vainillina y APTES da lugar al producto 3 en el que la

vainillina se une al grupo etoxi por medio de un enlace imina (Esquema 1).

HO S~ HO. '
4 .
\O H + H)N/\/\S\(;O CH G \OQ&N\/\/S{O\,/
2t
....\ N O—\
1 2 3
Esquemal

En un segundo paso, 5 mmol de derivado de alcoxisilano (producto 3) se solubilizaron en
etanol y se afiadieron 340 mg de Pd/C. Posteriormente, se pasé un flujo de gas N a través
del matraz de reaccion para desplazar el O,. Luego, se agrego flujo de H».. La mezcla se
agitdé durante 3 h en atmosfera inerte. Finalmente, el derivado reducido, 2-metoxi-4-(((3-
(trietoxisilil)propil)amino)metil)fenol (Van-APTES), producto 4, se filtré y evapord a presion

reducida para obtener el compuesto puro como un sélido amarillo palido.

El enlace imina formado entre el grupo aldehido de vainillina y el grupo amina de APTES

(3) se redujo para estabilizar la unién del grupo vainillina al grupo trialcoxisilano (4), Van-
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APTES. La reaccién de reduccion del enlace imina se llevdo a cabo mediante una
hidrogenacién quimica utilizando H»> y paladio sobre carbono (Pd/C) como catalizador

(Esquema 2).

Esquema 2

Ejemplo 1.2. Funcionalizacion de moléculas bioactivas - carvacrol, el eugenol y el timol

Para funcionalizar otras moléculas bioactivas, en este caso carvacrol, el eugenol y el timol,
primeramente, se transformaron en derivados de aldehido. En un segundo paso, los
aldehidos de carvacrol, eugenol y timol reaccionaron con 3-aminopropiltrietoxisilano

(APTES) para producir los derivados de alcoxisilano correspondientes.

Los aldehidos del carvacrol y del timol se sintetizaron por formilacién directa utilizando

paraformaldehido.

En una sintesis tipica, se colocaron 150 ml de acetonitrilo, 40 mmol de carvacrol o timol,
150 mmol de trimetilamina y 40 mmol de MgSO4 anhidro dentro de un matraz de fondo
redondo. La mezcla se colocd en una atmosfera de argdén y se agité durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se afladieron 270 mmol de paraformaldehido y la
mezcla de reaccidén se calentd a reflujo durante 3,5 h a 83 °C. Luego se dejo enfriar la
mezcla a temperatura ambiente. La solucidén se acidificé con una solucién de HCI al 5%
(320 ml) y se agitd durante 30 min en atmédsfera inerte. Finalmente, la porcidén organica se
extrajo con éter dietilico y los disolventes se eliminaron a presion reducida para obtener el

aldehido de carvacrol o del timol.

El aldehido del eugenol se sintetiz6 mediante una reaccién de Reimer-Tiemann. En una
sintesis tipica, 150 ml de agua se calentaron a 80 °C, en un matraz de fondo redondo, y 22

mmol de eugenol se disolvieron en el agua. El calor se redujo a 60 °C, luego se agregaron
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400 mmol de KOH y 88 mmol de cloroformo. Como la reaccién fue exotérmica, se afiadié
cloroformo a una velocidad de 1 mil/h durante un periodo de 7 horas por razones de
seguridad. La mezcla de reaccidén se mantuvo a 60 °C durante un periodo adicional de 8
horas. Luego, la solucion se acidific6 con una solucién de H,SO. al 10%. La porcién

organica se extrajo con n-butanona y los disolventes se eliminaron a presion reducida.

Para facilitar la inmovilizacion covalente de los componentes de aceites esenciales a la
capa de silice, se sintetizaron los correspondientes derivados de aceites esenciales. Para
ello se hicieron reaccionar 2 ml de los aldehidos de carvacrol, timol o eugenol con 2,3 ml
(10 mmol) de (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES) en presencia de diclorometano (20 ml)
y MgSOy4, dando lugar a las correspondientes iminas, que posteriormente se reducen de la
misma manera que lo descrito para Van-APTES en el ejemplo 1.1. La mezcla se calentd a
reflujo durante 1 h, luego se filtré y se evaporé a presion reducida para obtener un liquido

transparente.

Ejemplo 2. Preparacién del recubrimiento antimicrobiano

A continuacién, se describe la preparacion de los recubrimientos de la invencién.

Ejemplo 2.1 Activacion del sustrato — acero inoxidable (SS)

El primer paso en la funcionalizacién de SS es la preparacidén de la superficie de acero

inoxidable.

Antes de depositar la capa de silice, la superficie del material SS debe desengrasarse
adecuadamente mediante ultrasonidos en varios solventes como etanol y acetona, y luego
con agua. Para ese fin, se colocaron placas de acero inoxidable (placas SS) en un vaso de
precipitados (1 placa en 1 vaso de precipitados) y se sonicaron durante 10 min en cada
uno de los siguientes productos quimicos en sucesién: acetona (70 % v/v), etanol y agua

desionizada.

Después del procedimiento de lavado, la superficie SS debe tratarse quimicamente con
una solucién acida o alcalina para activar la superficie metalica y exponer los grupos
hidroxilo de la superficie. Los grupos hidroxilo se forman por quimisorcidén disociativa de
moléculas de agua y, en general, se considera que la hidratacién y la hidroxilacion se

producen en los sitios de iones metalicos reticulares expuestos en la superficie. Esta
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activacion es importante porque la cantidad de grupos hidroxilo obtenidos durante el
proceso de activacién influye fuertemente en el inicio de la unién del silano y, por lo tanto,
en la formacién de la pelicula de silice. Luego, para el procedimiento de activacion, los
materiales SS lavados se trataron con solucién pirafia y se obtuvieron los materiales SS-
OH.

La solucién pirafia correspondiente consistié en la adicién de peroxido de hidrégeno en un
vaso de precipitados, al cual se le anadi6 lentamente acido sulfurico concentrado, en una
proporcion de acido sulfurico a peréxido de hidrogeno de 7:3 (v/v). A continuacién, la

mezcla resultante se agitdé suavemente antes de su uso.

Las placas SS limpias se sumergieron en la solucién de pirafia durante 10 min. Pasado
este tiempo, las placas se retiraron y se colocaron en una segunda solucion de piraia
durante 5 min. Después del segundo tratamiento con pirafia, las placas SS se enjuagaron
dos veces en agua ultrapura antes de colocarlas en un bafo de agua ultrapura durante 24
h. Las placas resultantes se denominaran SS-OH. Asi, las superficies de SS y SS-OH,
difieren unicamente en la presencia en las superficies SS-OH de los grupos hidroxilo

generados.

Los grupos hidroxilo son esenciales en la formacion de fuertes enlaces covalentes con los

grupos silanol de la silice del recubrimiento.

Ejemplo 2.2 Deposicién de la capa de silice sobre el soporte

Las placas SS-OH se trataron con TEOS mediante un procedimiento sol-gel. Las placas
de SS-OH se colocaron en una solucién acuosa basica, se calentaron a 80 °C y luego se
anadieron gota a gota 5 mL de TEOS y la mezcla se agité durante treinta minutos. Las
placas se enjuagaron dos veces en agua ultrapura y se secaron a 100 °C durante la noche.
La hidrdlisis del TEOS produce grupos silanol (Si-OH) en presencia de agua y facilita la
rapida adsorcién de las entidades de silicato en la superficie del SS- material OH a través
de enlaces de hidrégeno, para condensar aun mas y formar un enlace covalente metal-
siloxano (Me-O-Si-OH).

Los grupos silanol facilitan la unién covalente de moléculas organicas a la superficie, lo que
resulta en una funcionalizacién estable debido a su excelente estabilidad térmica, mecanica

y quimica.
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Se utilizd microscopia electrénica de barrido por emisién de campo (HR-FESEM) para
estudiar el grosor de la capa de silice, comparando SS con SS-SiO; (Fig. 1). Como se
observa en la figura, en la zona de la capa de silice ha aumentado el % de Oy S, y
disminuye el % C y Fe. En ningun caso aparece nitrogeno, demostrandose que la capa de

silice es exclusivamente silice.

Ejemplo 2.3 Funcionalizacion de la capa de silice con las moléculas bioactivas - vainillina

Para la funcionalizacién la superficie de SS-SiO,, este material se puso en contacto con el
derivado de vainillina (Van-APTES) previamente sintetizado formando asi los materiales
SS-Si0Oz-Van. La unidn a las superficies se produce por hidrdlisis de los grupos etoxi del
derivado Van-APTES que conduce a la formacién de silanoles. Los silanoles de Van-
APTES se condensan con los silanoles de la superficie SS-SiO; y conducen a la formaciéon

de enlaces covalentes Si-O-Si.

Se solubilizé 1 g de Van-APTES en etanol. La solucién se verti6 en las placas de SS-SiO-
y las placas se agitaron durante 5,5 horas a temperatura ambiente. Luego, las placas se
lavaron con etanol y se secaron a temperatura ambiente, dando lugar a las superficies SS-
SiO2-Van

Ejemplo 2.4 Activacion del sustrato — polipropileno (PP)

Enfocandonos en lo citado anteriormente, esta invencion presenta también como ejemplo
la inmovilizacion de un aceite esencial funcionalizado con un alcoxisilano
(aminopropiltrietoxisilinao, APTES), como pueda ser la molécula bioactiva antimicrobiana

Vainillina, sobre una superficie, como puede ser por ejemplo el polipropileno (PP).

El primer paso en la funcionalizacion de PP es la preparacidon de la superficie de
polipropileno. La superficie PP debe tratarse quimicamente para exponer los grupos
hidroxilo de la superficie. Para ello, se trat6 la superficie del plastico polipropileno (PP) con
un agente oxidante (peroxidisulfato de potasio) para generar grupo hidroxilo (PP-OH),

importante para la funcionalizacion.
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El peroxidisulfato de potasio se utiliza como fuente de radicales en solucion acuosa, es
bien conocido como iniciador de la polimerizacién por radicales libres y como agente

oxidante.

Los grupos hidroxilo del PP se forman por la extraccién de un hidrogeno (del carbono
terciario presente en cada unidad de repeticiéon del polimero) que conduce a la formacion
de un macroradical que posteriormente reacciona con un segundo radical hidroxilo, dando
lugar a la introduccién de grupos hidroxilo en la superficie del PP. Esta activacién es
importante porque la cantidad de grupos hidroxilo obtenidos durante el proceso de
activacion influye fuertemente en el inicio de la unién del silano y, por lo tanto, en la

formacién de la pelicula de silice.

Los grupos hidroxilo son esenciales en la formacion de fuertes enlaces covalentes con los

grupos silanol de la silice del recubrimiento.

A continuacion, se depositd un recubrimiento de capa de silice e inmovilizé covalentemente
con molécula bioactiva funcionalizada con APTES como los llevados a cabo en los
procesos descritos en los ejemplos Ejemplo 2.2 y 2.3, dando lugar a las superficies PP-
SiO.y finalmente PP-SiO.-Van.

Ejemplo 3. Cuantificacién de la funcionalizacion con las moléculas bioactivas - SS-SiO,-

Van.

Para cuantificar la funcionalizacion de la superficie SS-SiOz-Van, se realizé un ensayo
colorimétrico de superficie. Para este propdsito, se usd ninhidrina como agente de prueba
colorimétrica. Generalmente, la ninhidrina se usa en ensayos colorimétricos para el
reconocimiento de grupos amina, en estos ensayos se observa un cambio de color de
amarillo a purpura intenso solo en el caso de la presencia de grupos amino en la solucién.
El color purpura intenso, conocido como violeta de Ruhemann, se produce cuando dos
moléculas del compuesto ninhidrina (2,2-dihidroxiindano-1,3-diona) reaccionan con una

amina primaria, una amina secundaria 0 un aminoacido.

Considerando esto, el ensayo de ninhidrina se desarrollé sumergiendo placas de SS, SS-
OH, SS-SiO, y SS-SiO2-Van en la solucién de ninhidrina y las placas se dejaron en contacto
con la solucion durante 10 min a 80 °C. Después de este tiempo, se observd que solo las

placas de SS-SiO, -Van se tornaron de color purpura, lo que confirma el proceso de
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funcionalizacion de la vainillina en la superficie. Después de eso, las placas de SS-SiO,-
Van se sumergieron en 5 ml de etanol y se sonicaron durante varias horas para separar el
complejo Van-ninhidrina de la superficie. Cuando se liberd todo el color de las placas SS
debido a la ninhidrina unida, se cuantifico el contenido de Van-ninhidrina del disolvente de
etanol midiendo su absorbancia a 400 nm. Previamente se preparé una curva de
calibracién con el complejo Van-ninhidrina obtenido al hacer reaccionar la ninhidrina con el
derivado Van-APTES en etanol (de 0,9 a 10,5 mg/mL) y se utilizé para la cuantificacion. La
misma metodologia se realizd para las superficies desnudas y de control: placas SS

(superficie desnuda), placas SS-OH y SS-SiO; (superficies de control).
El resultado obtenido fue de 0,95 + 0,1 mg/cm? de funcionalizacion sobre cada superficie
de acero SS-SiOz-Van. Para las placas de SS, SS-OH y SS-SiO:; el resultado obtenido fue

de 0 mg/cm?.

Ejemplo 4. Evaluacién de la viabilidad microbiana - SS-SiO».-Van y PP-SiO,-Van.

La actividad antimicrobiana de los recubrimientos de la invencion, en particular los del
ejemplo 2 (SS-SiO2-Van), frente a los microrganismos se evalué mediante ensayos in-vitro

con S. epidermidis.

La evaluacién de la viabilidad microbiana se realizd en medio liquido, para permitir el
contacto entre las bacterias y las superficies funcionalizadas y no funcionalizadas durante
la incubacion, seguido de placas para enumerar las unidades formadoras de colonias
(UFC) viables restantes. Se compararon materiales recubiertos con el recubrimiento de la
invencién con materiales como el acero inoxidable (SS), acero inoxidable activado (SS-
OH) y acero inoxidable recubierto con silice (SS-SiO.), estos fueron considerados como

controles negativos.

La eficacia antimicrobiana se realizé en medio liquido, en solucion de fosfato (PBS). Se
prepararon diluciones inoculadas con S. epidermidis en PBS para obtener una
concentracion de 10* células/mL. Un matraz que contenia las superficies SS-SiO,-Van
funcionalizadas, se inoculd con 1 mL de suspension de S. epidermidis para obtener una
concentracion final de 10° células/mL. Las placas de SS, SS-OH y SS-SiO. se trataron
siguiendo el mismo procedimiento que SS-SiO2>-Van. Finalmente, todas las muestras se

incubaron con agitacion orbital (120 rpm) a 37 °C durante 24 h.
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Para contabilizar las células viables, se tomaron alicuotas de 100 ul de cada suspension
de muestra (SS, SS-OH, SS-SiO; y SS-SiOz-Van) y se distribuyeron en placas de agar soja
triptona (TSA, por sus siglas en inglés). Después de la incubacién de la placa a 37 °C
durante 24 h, se contaron las colonias y los resultados obtenidos se expresaron como

porcentaje de log UFC/mL. Todos los tratamientos se probaron por triplicado.

Las superficies SS-SiO»-Van mostraron un efecto antimicrobiano contra S. epidermidis, lo
que llevo a la eliminacién total del microorganismo después de 24 h de tratamiento en
comparacion con las superficies no tratadas (SS, SS-OH y SS-Si0O,). Los resultados

pueden observarse en la Figura 2.

Adicionalmente, se comprobé la robustez de la actividad antimicrobiana con sucesivos
ciclos. Se evalué el efecto antimicrobiano de las mismas placas ya utilizadas para confirmar

la presencia de la molécula antimicrobiana (Van-APTES) en las superficies.

La eficacia de la actividad antimicrobiana (Figura 3) se mantuvo en los dos ensayos
siguientes (Ensayo Il y Ensayo lll) y se obtuvo una reduccién total de la viabilidad
bacteriana después de un tratamiento de 72 horas. Sin embargo, se observé una
disminucién en la actividad antimicrobiana de los materiales SS-SiO,-Van en los siguientes
ciclos de prueba. Asi, la eficacia de las placas alcanzd un 80% en el caso del Ensayo IV y
un 40% en el Ensayo V (Figura 3) tras 72 horas de incubacion en presencia de bacterias.

A pesar de esta disminucioén, la actividad antimicrobiana de las placas es notable.

La actividad antimicrobiana de los recubrimientos de la invencion, en particular los del
ejemplo 2.4 (PP-SiOz-Van), frente a los microrganismos se evalué mediante ensayos in-
vitro con Escherichia coli, lo que llevd a la eliminacién total del microorganismo después de
24 h de tratamiento en comparacién con las superficies no tratadas (PP, PP-OH y PP-
SiO,). Los resultados pueden observarse en la Figura 4. Los resultados mostraron que las
superficies de polipropileno funcionalizadas con un CAEs, como es la Vainillina, redujeron

la viabilidad bacteriana de un 100% (Figura 4).

Ejemplo 5. Comprobacion de la adhesion microbiana- SS-Si0O.-Van.

Otro ejemplo realizado para confirmar la capacidad antimicrobiana de nuestras superficies,

fue evaluar la capacidad de las superficies SS-SiO>-Van para inhibir la formacion de
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biopeliculas o biofilms. Los ensayos de adhesion bacteriana con SS-SiO.-Van se realizaron
en medio liquido, caldo de triptona y soja (TSB, por sus siglas en inglés Tryptic Soy Broth).
Se prepararon diluciones de S. epidermidis en TSB para obtener una concentracién de 10*

células/mL.

Un matraz que contenia las placas SS-SiO,-Van funcionalizadas se inoculdé con 1 mL de
suspensién de S. epidermidis para obtener una concentracion final de 10° células/mL.
Finalmente, todas las muestras se incubaron a 37 °C durante 24 h. Las placas de SS, SS-
OH y SS-SiO, también se sumergieron en una suspension bacteriana similar como control.
Después de la incubacién, las bacterias no adheridas se eliminaron lavando suavemente
las placas con una solucién de fosfato (PBS) estéril (pH 7,4). Cada placa con bacterias
adheridas se coloc6 en un matraz que contenia 3 ml de PBS estéril y se sonicé durante 5
min. Las soluciones sonicadas, que contenian las bacterias recuperadas, se diluyeron en
serie y se distribuyeron 100 uL de cada dilucién en placas de Tryptic Soy Agar (TSA). Las
placas se incubaron durante la noche a 37 °C y el numero de colonias se cont6 al dia
siguiente. La viabilidad de las bacterias se expresé como % de UFC. Todos los tratamientos

se ensayaron por triplicado.
Los resultados en la Figura 5 mostraron que las superficies SS-SiOz-Van pudieron inhibir
el 75 % de la formacion de biopeliculas en comparacién con las placas SS, SS-OH y SS-

SiOo.

Ejemplo 6. Preparacién del recubrimiento antimicrobiano comparativo (SS-Van)

A modo de ejemplo comparativo se prepararon recubrimientos antimicrobianos de acuerdo
al estado de la técnica, en particular siguiendo los procedimientos descritos en
WO02022067358A1. Estos procedimientos se resumen brevemente en las siguientes

etapas:

a) proporcionar un sustrato,

b) activacion de la superficie del sustrato mediante el tratamiento del sustrato
con una solucion de acido sulfurico y peroxido de hidrogeno.

C) modificar las moléculas bioactivas

d) funcionalizacion de la superficie con la molécula APTES de enlace en fase

liquida,



10

15

20

25

30

35

WO 2025/017233 21 PCT/ES2024/070445

e) inmovilizacion covalente de las moléculas bioactivas modificadas en ¢)

sobre la superficie con APTES de la etapa d).
Este procedimiento resulta en una unién directa entre el acero y la molécula bioactiva
(vainillina) derivatizada con APTES, a través de un anclaje directo de la molécula de enlace

(APTES) sobre la superficie del acero (superficie SS-Van).

Ejemplo 7. Cuantificacién del % atdmico de las diferentes superficies.

Se realizaron analisis de % atdémico mediante HR-FESEM-EDX (Microscopio electronico
de barrido de emisién de campo de alta resolucidon con detector de rayos X) de las
superficies SS, SS-Si0O,, SS-SiO,-Van y SS-Van, estas dos ultimas antes y después del
ensayo de inhibicién de biofilm, para comprobar la efectividad de la funcionalizacién de las

moléculas bioactivas sobre aceros antes y después del ensayo contra biofilm.

La Figura 6 muestra la presencia de nitrégeno, de silicio, una disminuciéon del porcentaje
de Fe (25,1 para SS-SiO, y 0% para SS-SiO»-Van) y un aumento del porcentaje de C
(59,7% para SS-SiO2-Van), confirmando la inmovilizacidén del derivado de vainillina en la

superficie.

Ademas, la superficie SS-SiO.-Van después del ensayo antibiofilm mantuvo la presencia
de nitrogeno, de silicio, se observé una disminucién del porcentaje de Fe con respecto a
SS y un aumento del porcentaje de C, confirmando la robustez del enlace de la vainillina a

la superficie y por tanto la robustez del recubrimiento.

En la Figura 7 se observa en SS-Van la presencia de nitrogeno, la presencia de silicio, una
disminucién del porcentaje de Fe (0% para SS-Van) y un aumento del porcentaje de C
(61% para SS-Van), confirmando la inmovilizacion del derivado de vainillina en la
superficie. Sin embargo, la superficie SS-Van después del ensayo antibiofilm pierde
totalmente el nitrégeno y silicio (que se encuentran en el APTES que hace de molécula de
enlace entre la vainillina y el acero) y cuya presencia se mantiene exactamente igual en el

caso de la superficie SS-SiO.-Van antes y después del ensayo antibiofilm.

También destacar que el porcentaje de Fe con respecto a SS que se observo para SS-
SiO2-Van después del ensayo antibiofilm fue de un 2,7%, mientras que el porcentaje de Fe

con respecto a SS que se observaba para SS-Van después del ensayo antibiofilm es de
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un 7,5%, confirmando la pérdida del derivado de vainillina en SS-Van y la robustez de los

recubrimientos SS-SiO,-Van en comparacion a SS-Van.

Ejemplo 8. Ensayo comparativo antimicrobiano de inhibicidon de la formacién de biofilms.

La capacidad antimicrobiana, la inhibicién de la adhesién bacteriana y, por lo tanto, la
reduccién de la formacion de biofilms en las superficies SS-Van (basadas en el documento
W02022067358A1) y SS-SiO»-Van (recubrimiento de la invencidn) se evaluaron en medio
liquido contra la bacteria Staphylococcus epidermidis siguiendo el mismo procedimiento

que el ejemplo 5.

Se realiz6 un ensayo de adhesion bacteriana con una concentracion de 10* células/mL en
caldo de triptona y soja (TSB, por sus siglas en inglés Tryptic Soy Broth). También se usan
como controles las superficies SS, SS-OH (activada con una solucién de acido sulfurico y

perdxido de hidrogeno) y SS-SiO..

Las superficies SS, SS-OH, SS-Si0,, SS-Van y SS-SiO.-Van se inocularon con 1 mL de
suspension de S. epidermidis para obtener una concentracién final de 10° células/mL y
todas las muestras se incubaron a 37 °C durante 24 h. Después de la incubacion, las
bacterias no adheridas se eliminaron lavando suavemente las placas con una solucién de
fosfato (PBS) estéril (pH 7,4). Después, se realizo el plantado para enumerar las bacterias

adheridas a las superficies.

Los resultados, ver Figura 8, muestran que la superficie SS-SiO.-Van inhibié el 75 % de la
formacion de biofilm, mientras que la superficie SS-Van s6lo pudo inhibir un 12% la

formacion de biofilm, en comparacién con las placas SS, SS-OH y SS-SiOa.

Ademas, se evalué la robustez de la actividad antimicrobiana de las mismas superficies
mediante un ciclo sucesivo. Para ello, se probd el potencial de las superficies ya utilizadas

en un primer ensayo como inhibidoras de la formacion de biofilms.

Como se puede observar en la Figura 9, la superficie SS-SiO.-Van siguié inhibiendo el 40
% de la formacion de biofilm en su segundo ciclo de uso, mientras que la superficie SS-

Van en este segundo ciclo fue incapaz de inhibir la formacién de biofilm.
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REIVINDICACIONES

Un recubrimiento antimicrobiano que comprende una capa de silice y moléculas
bioactivas funcionalizadas con una molécula de enlace, donde las moléculas bioactivas

funcionalizadas estan unidas a la superficie de la silice mediante enlaces covalentes.

El recubrimiento antimicrobiano de acuerdo a la reivindicaciéon anterior, donde la
moléculas bioactiva se selecciona del grupo de componentes de aceites esenciales
(CAE), acidos organicos polimeros naturales, bacteriocinas, enzimas, preferiblemente
la molécula bioactiva es un aceite esencial, mas preferiblemente la molécula bioactiva
es un componente de aceite esencial (CAE) seleccionado del grupo constituido por
carvacrol, cinamaldehido, perillaldehido, eugenol, timol, vainillina, geraniol, cafeno,

timoquinona, dialiyldisulfito, alil isotiocianato o mezclas de los mismos.

El recubrimiento antimicrobiano de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, donde la molécula de enlace es un alcoxisilano, preferiblemente la molécula
de enlace se selecciona del siguiente grupo 3-aminopropil trietoxisilano, clorometil
trietoxisilano, cloroetil trietoxisilano, cloropropiletil trietoxisilano, (3-mercaptopropil)
trietoxisilano, (4-Clorofenil trietoxisilano, 3-(Trietoxisilil)propionitrilo, 3-(Trietoxisilil)propil

isocianato, mas preferiblemente la molécula de enlace es 3-aminopropil trietoxisilano.

El recubrimiento antimicrobiano de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, aplicado al menos parcialmente sobre un sustrato seleccionado del

siguiente grupo: metales, polimeros, materiales ceramicos y/o vidrio.

El recubrimiento antimicrobiano de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, donde las moléculas bioactivas funcionalizadas estan unidas a la silice

mediante enlaces covalentes silicio-oxigeno-silicio (Si-O-Si).

Proceso para depositar un recubrimiento antimicrobiano de acuerdo a cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 5 en sustratos que comprende las siguientes etapas:

a) proporcionar un sustrato;

b) activacién de la superficie del sustrato mediante el tratamiento del sustrato con una
solucion activadora;

c) deposicidbn de una capa de silice en la superficie del sustrato mediante la

polimerizacion de precursores de silice en medio alcalino;
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10.

d) funcionalizacidén de las moléculas bioactivas mediante su reaccion con la molécula
de enlace en fase liquida;

€) inmovilizacién covalente de las moléculas bioactivas funcionalizadas obtenidas en
la etapa d) sobre la capa de silice generada en la etapa ¢) mediante la deposicion
de una solucion que comprende las moléculas bioactivas funcionalizadas; y

f) secado de la superficie.

El proceso de acuerdo a la reivindicacion 6, donde la deposicidén de la capa de silice de
la etapa ¢) se produce mediante la generacién in situ de silice a partir de un precursor
seleccionado del grupo de ortosilicato de tetrametilo (TMOS), ortosilicato de tetraetilo
(TEOS), metiltrimetoxisilano (MTMS), feniltrimetoxisilano (PTMS), dimetildimetoxisilano
(DMDMS) y metacriloxipropiltrimetoxisilano (MPTMS), mas preferiblemente a partir de
ortosilicato de tetraetilo (TEOS).

El proceso de acuerdo a las reivindicaciones 6 a 7, donde la molécula bioactiva se
selecciona del grupo de componentes de aceites esenciales, acidos organicos
polimeros naturales, bacteriocinas, enzimas, preferiblemente la molécula bioactiva es
un aceite esencial, mas preferiblemente la molécula bioactiva es un componente de
aceite esencial seleccionado del grupo constituido por carvacrol, cinamaldehido,
perillaldehido, eugenol, timol, vainillina, geraniol, cafeno, timoquinona, dialiyldisulfito,

alil isotiocianato o mezclas de los mismos.

El proceso de acuerdo a las reivindicaciones 6 a 8, donde la molécula de enlace
empleada en la etapa d) es un alcoxisilano, preferiblemente la molécula de enlace se
selecciona del siguiente grupo 3-aminopropil trietoxisilano, clorometil trietoxisilano,
cloroetil trietoxisilano, cloropropiletil trietoxisilano, (3-mercaptopropil) trietoxisilano, (4-
Clorofenil trietoxisilano, 3-(Trietoxisilil)propionitrilo, 3-(Trietoxisilil)propil isocianato, mas

preferiblemente la molécula de enlace es 3-aminopropil trietoxisilano.

Un elemento o superficie que comprende al menos parcialmente un recubrimiento
antimicrobiano de acuerdo a cualquier de las reivindicaciones anteriores 1 a 5 0 un

recubrimiento preparado de acuerdo a la reivindicaciéon 6 a 9.
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11. El uso de un recubrimiento antimicrobiano de acuerdo a las reivindicaciones 1 a 5, un
recubrimiento antimicrobiano preparado de acuerdo a la reivindicacion 6 a 9 o de un
elemento o superficie de acuerdo a la reivindicacion 10 en la prevencion del crecimiento
microbiano, formaciéon de biopeliculas, la inhibicién de la adhesiéon microbiana y/o la

eliminacion de células microbianas adheridas al mismo.
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