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USO DE UNA PELICULA DE OXIDO MESOPOROSO, EN LA
OBTENCION DE UN RECUBRIMIENTO CERAMICO
TRANSPARENTE Y ULTRADELGADO QUE INHIBE LA
FORMACION DE BIOFILMS BACTERIANOS SOBRE LA
SUPERFICIE RECUBIERTA

La presente invencidén se refiere al uso de una pelicula de
6xido mesoporoso, sintetizada mediante la técnica de sol-
gel, autoensamblado de surfactantes vy eliminacidén del
agente estructurante mediante calcinacién, que presenta un
didmetro de poro de entre alrededor de 4 nm y alrededor de
9 nm, caracterizada porque se la utiliza en la obtencidén de
un recubrimiento cerdmico transparente y ultradelgado que
inhibe la formacién de biofilms bacterianos en la
superficie recubierta, en donde la pelicula se deposita
sobre la superficie mediante la técnica de dip coating o

spin coating.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El campo de los materiales mesoporosos ha evolucionado en
las Gltimas décadas, desde el descubrimiento de los
primeros materiales basados en silice y moldeados a través
de la incorporacidédn de micelas como plantillas (Kresge et
al., Nature, 1992, 359:710; Beck et al., J Am Chem Soc,
1992, 114:10834; Yanagisawa et al., Bull Chem Soc Jpn,
1990, 63:988). La posibilidad de combinar métodos de
sintesis quimica suave con el autoensamblado molecular, ha
abierto un amplio campo de investigacidn con aplicaciones
sumamente interesantes (Soler-Illia et al. Chem. Rev. 2002,
102:4093-4138; Brinker et al., Adv. Mater. 1999, 11:579-

585). De este modo, puede obtenerse una amplia gama de
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materiales 1inorgdnicos y matrices hibridas organicas-
inorganicas con una variedad de composicidn, diametro de
poros, funciones orgdnicas o bioldgicas situadas en el
esqueleto inorganico, en los poros o en la superficie
interior de dichos poros. El procesamiento de materiales
mesoporosos como peliculas delgadas ofrece la oportunidad
de crear novedosos recubrimientos que combinan las ventajas
del control de la forma, simetria y didmetro de poro junto
a sus posibles modificaciones superficiales, con destacadas
propiedades dpticas y la posibilidad de ser aplicados sobre
diferentes sustratos metdlicos o cerdmicos. En los Ultimos
afhos, la produccién de peliculas delgadas mesoporosas
accesibles vy funcionalizables, va sea en donde la
superficie de poros o el volumen de poros pueden ser
modificados por diferentes grupos funcionales, moléculas
bioldgicas o nanoparticulas, ha sido extensamente explorada
(Sanchez, et al. Chem. Mater. 2011, 20:682-737.; Innocenzi
et al., Chem. Soc. Rev. 2013, 42:4198-42106) .

Un biofilm es una comunidad de microorganismos adheridos a
una superficie. En el mismo, las Dbacterias u otros
microorganismos se encuentran embebidos en una matriz
(compuesta por agua y sustancias poliméricas) que les
provee estabilidad estructural vy ©proteccidén frente a
diferentes factores de estrés, tales como la falta de
nutrientes, la desecacidén, la presencia de antibidticos o
biocidas, etc. (Mah, et al Nature. 2003 426:306-310;
Flemming, et al Nat. Rev. Microbiol. 2010 8:623-6332010).
El fendmeno de adhesidén Dbacteriana sobre superficies
constituye sdélo la primera etapa en la formacidén de un
biofilm. La proliferacidén celular y la formacidén de una
matriz compleja conforman la segunda etapa y distinguen a
los Dbiofilms de la simple adhesién de Dbacterias sobre

superficies.
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Los biofilms bacterianos pueden estar formados por una o
maltiples especies bacterianas, presentando entre 10 a 1000
veces mayor resistencia a agentes antimicrobianos como
antibidéticos vy otros agentes con respecto a bacterias
libres o planctdénicas (Mah Y% O’ Toole, Trends in
Microbiology 2001, wvol 9). Los mismos pueden desarrollarse
en una amplia variedad de superficies, siendo responsables
de alrededor del 65% de las infecciones hospitalarias. Los
biofilms pueden formarse en implantes médicos tales como
catéteres, caderas artificiales, valvulas <cardiacas vy
lentes de contacto, vy su impacto en la medicina es
relevante en el mundo entero por sus efectos perjudiciales
en términos sanitarios y econdmicos (Nickel, et al Eur. J.
Clin. Microbiol 1985 4:213-218; Willcox, et al Biomaterials
2001. 22:3235-3247). Por otra parte, el desarrollo de
microorganismos en superficies de tipo industrial, como por
ejemplo sistemas de caferias de agua o de hidrocarburos,
puede tener un efecto perjudicial sobre las mismas (Walker,
J.T., Mackerness, C.W., Rogers, J. and Keevil, C.W.
Microbial Biofilms. 1995. H.M. Lappin-Scott and J.W.
Costerton (eds.). Cambridge University Press, Great
Britain, 196-204; Lenhart T.R., et al, Biofouling 2014.
30:823-835). Ademds de generar “bioensuciamiento”, los
biofilms pueden promover reacciones fisico—quimicas
produciendo corrosidén del material que compone dichas
cafierias. La provisidén de biocidas representa una parte no
despreciable dentro de los costos de ciertas industrias;
sin embargo, la accidén de estos compuestos suele resultar
ineficiente debido a la alta resistencia de los biofilms a
los tratamientos de erradicacidén. De todo lo expuesto se
desprende que para combatir los biofilms resulta mas
conveniente evitar su formacidén que utilizar tratamientos

fisicos o quimicos una vez que se han instalado.
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Se requieren por lo tanto nuevas alternativas que provean
factibilidad industrial, bajo costo y alta efectividad al
momento de erradicar o evitar su formacidén. En este marco,
a partir de la nanotecnologia, la regulacidén de la
topografia de una superficie resulta una propuesta
promisoria en el desarrollo de estrategias para evitar la
formacién de biofilms. Con este objetivo se ha investigado
la posibilidad de utilizar materiales mesoporosos, a partir
de sustratos de titanio (Variola et al., International
Journal of Nanomedicine, 2014, 9:2319-2325) vy polvos
microparticulados tratados quimicamente (Izquierdo—-Barba et
al., Acta Biomaterialia, 2011, 7:2977-2985; Kinnari et al.,
Journal of Biomedical Materials Research Part A, 2009,
89A:215-223). Sin embargo, estos estudios demostraron sdélo
efectos sobre la adhesidn bacteriana sin demostrar efectos
sobre la formacidén de biofilms bacterianos. Ademas, no se
han descrito hasta el momento recubrimientos mesoporosos
delgados que puedan inhibir la formacidén de Dbiofilms
bacterianos % que puedan aplicarse sobre diversas
superficies sin alterar su calidad éptica. Es por lo tanto
que sigue existiendo la necesidad de desarrollar
recubrimientos delgados que inhiban la formacidén de
biofilms Dbacterianos vy gue conserven su transparencia
éptica para ser aplicados sobre superficies que asi 1lo

requieran.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere al uso de una pelicula de
6xido mesoporoso, sintetizada mediante la técnica de sol-
gel, autoensamblado de surfactantes vy eliminacidén del
agente estructurante mediante calcinacién, que presenta un

didmetro de poro de entre alrededor de 4 nm y alrededor de
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9 nm, en la obtencién de un recubrimiento ceramico
transparente vy ultradelgado que inhibe la formacidén de
biofilms bacterianos en la superficie recubierta, en donde
la pelicula se deposita sobre la superficie mediante la

técnica de dip coating o spin coating.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Distribucién de didmetros de poro de las
peliculas mesoporosas de silice empleadas en el estudio,
obtenidas por isotermas de adsorcidén de agua. MS-4 y MS-9
corresponden a las peliculas sintetizadas con Si(OEt),
(TEOS) /CTAB vy Si(OEt),4 (TEOS)/F127, respectivamente. Los
insertos representan imdgenes de microscopia de transmisidn

de dichas peliculas.

Figura 2. Patrones representativos de Dispersidén de Rayos X
a bajo angulo (2D SAXS) de las peliculas mesoporosas de
silice empleadas en el estudio. Se muestra la estructura
hexagonal 3D en el caso de MS-4 (didmetro de poro de 4 nm)
y la estructura cubica en el caso de MS-9 (didmetro de poro

de 9 nm).

Figura 3. Efecto anti-biofilm de las peliculas mesoporosas
de silice, en biofilms sumergidos y en biofilms formados en

la interfase aire liquido (air-liquid interfase o ALI).

a) Numero promedio de células viables (unidades formadores
de colonia o CFU) adheridas a las peliculas NMS (no
mesoporosas), MS-4 y MS-9 luego de 4, 8 vy 24 hs de
incubacién en medio de cultivo. Db) Tincidn con cristal
violeta de biofilms crecidos sobre superficies NMS, MS-4 vy

MS-9 durante 24 hs. Se observan las imAgenes de los
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biofilms tefiidos con cristal wvioleta, el cual fue eluido vy
cuantificado midiendo absorbancia a 575 nm, c)
Cuantificacién de sustancias poliméricas extracelulares
(polisacaridos, proteinas y ADN) presentes en la matriz de
biofilms de 24 hs crecidos sobre superficies NMS, MS-4 y
MS-9. Los asteriscos demuestran diferencias significativas
entre MS-9 y NMS (test t de Student): * p<0,05; ** p<0,01;
**x*x p<(0,003.

Figura 4. Imagenes de microscopia electrdnica de barrido de
biofilms de 24 hs crecidos sobre peliculas NMS, MS-4 y MS-

9. La barra representa 5 um.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Aunque existen reportes previos donde se describen los
efectos de materiales mesoporosos sobre la adhesiédn
bacteriana, éstos se refieren a la utilizacidén de sustratos
de titanio 'y polvos microparticulados, sin mostrar
resultados concluyentes al respecto. Por el contrario, de
acuerdo <con la ©presente invencidn, el recubrimiento
ceradmico que aqui se revela puede ser aplicado sobre
diversas superficies produciendo no sdélo la inhibicién de
la adhesidén bacteriana sino también la inhibicidén de 1la
formacién de biofilms bacterianos. Asimismo, el
recubrimiento cerdmico de la invencidn puede encontrarse en
forma de una lamina ultradelgada, transparente, inerte, de
bajo costo, escalable y robusta sin modificar la apariencia
original de la superficie sobre la cual es depositado, no

alterando las propiedades dpticas del material.

La presente invencidn se refiere al uso de una pelicula de
6xido mesoporoso, sintetizada mediante la técnica de sol-
gel, autoensamblado de surfactantes vy eliminacidén del

agente estructurante mediante calcinacién, que presenta un
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didmetro de poro de entre alrededor de 4 nm y alrededor de
9 nm, en la obtencién de un recubrimiento ceramico
transparente vy ultradelgado que inhibe la formacidén de
biofilms bacterianos en la superficie recubierta, en donde
la ladmina se deposita sobre la superficie mediante 1la
técnica de dip coating o spin coating. De acuerdo con la
presente invenciédn, se entiende como técnica de dip coating
al proceso de recubrimiento por inmersidén donde el sustrato
es introducido en wuna solucidén precursora y retirado a
velocidad controlada. Asimismo, se entiende como técnica de
spin coating al proceso donde se deposita una cantidad de
solucidén precursora sobre el substrato y luego éste se rota
a gran velocidad para lograr una distribucidén uniforme de

la solucidén por fuerza centrifuga.

En una realizacidén particular de la invencidén, se utiliza
una pelicula mesoporosa de silice sintetizada mediante la
técnica de sol-gel, autoensamblado de surfactantes vy
eliminacidén del agente estructurante mediante calcinaciédn,
con el objeto de proporcionar actividad anti-biofilm a la
superficie recubierta con dicha pelicula mesoporosa. Por un
lado, dicha pelicula mesoporosa de silice se utiliza para
inhibir la formacidén de Dbiofilms bacterianos en la
superficie recubierta, cuando dicha superficie se encuentra
sumergida en el medio de cultivo bacteriano. Por otro lado,
dicha pelicula mesoporosa de silice se utiliza para inhibir
la formacidén de biofilms bacterianos en la interfase aire-

liquido de la superficie recubierta.

De acuerdo con la invencidén, el recubrimiento con 1la
pelicula mesoporosa de silice, no modifica la apariencia

original de la superficie sobre la que es depositada.

Por otra parte, es un objeto particular de la invencidn el

uso de una pelicula mesoporosa de silice para inhibir la



WO 2017/191555 PCT/IB2017/052537

formacién de biofilms Dbacterianos. En realizaciones méas
particulares, se la utiliza para inhibir la formacidén de
biofilms bacterianos producidos por bacterias que
pertenecen a la especie Pseudomonas aeruginosa. Este
microorganismo es un relevante patdgeno oportunista en
humanos caracterizado por la formacidén de robustos biofilms
relacionados con procesos de patogénesis y Dbiocorrosidn
industrial. Se lo considera como organismo modelo para

estudios con biofilms.

El recubrimiento ceramico de la invencidén puede ser
aplicado comercialmente en centros de salud y otros lugares
donde se requieran superficies 1libres de bacterias, por
ejemplo, instalaciones de procesamiento de alimentos o
biomédicas, A&reas de Jjuego vy comedores. Las peliculas
descriptas en la presente invencidn podrian aplicarse sobre
superficies cerdmicas de lavabos, azulejos vy Dbafos o
superficies de vidrio en puertas, ventanas y utensilios de
cocina. Las peliculas también  podrian aplicarse a
superficies metdlicas de grifos % picaportes, %

equipamiento e instrumentos médicos.

Las peliculas mesoporosas (4 y 9 nm de didmetro de poro) se
obtuvieron combinando la sintesis de &éxidos por quimica
sol-gel, controlando la hidrdélisis y condensacién de los
precursores inorganicos, con el autoensamblado de
tensioactivos o copolimeros, que actlan como moldes de
poro. Los compuestos de partida para la sintesis fueron Si
(OEt) 4 (TEOS) y surfactantes idnicos (CTAB) y tensiocactivos
poliméricos de tipo POE-POP-POE (serie Pluronics-F127).
Luego de tratamientos de post-estabilizacidén a humedad vy
temperatura controladas, se elimind el agente estructurante

por calcinacidén obteniendo las peliculas porosas.



WO 2017/191555 PCT/IB2017/052537

El funcionamiento de 1la invencidén ha sido demostrado
mediante ensayos de formacidén de biofilms de Pseudomonas
aeruginosa, empleando superficies no porosas como control.
Se ensayaron dos sistemas diferentes de formacidén de
biofilm: sumergidos e interfase aire-liquido, y se evalud
la formacidén del mismo a distintos tiempos. Los resultados
obtenidos demostraron wuna significativa inhibicidén de
adhesidén celular y formacidén de biofilm en las superficies
recubiertas con la pelicula mesoporosa en comparacidén a
superficies no porosas, ya sea de silica no porosa o de

vidrio.

Asi, mediante la ©presente invencidn, resulta posible
combatir biofilms de Dbacterias no deseables, los cuales
pueden transformarse en un peligroso foco de infeccidn
perjudicial para la salud o generar corrosidn o
biocensuciamiento cuando se encuentran depositados en una
superficie. El1 recubrimiento cerdmico transparente de la
invencidn, presenta una gran resistencia mecanica y puede
ser aplicado sobre superficies cerdmicas o metalicas, sin

alterar sus propiedades épticas.

Entre dichas superficies podemos mencionar aquellas
destinadas a establecimientos sanitarios o alimentarios,
como hospitales, restaurantes o frigorificos; incluso
hogares, enseres de utilizacién doméstica, incluyendo

elementos sanitarios y electrodomésticos.

EJEMPLOS DE REALIZACION

Obtencidn de las peliculas mesoporosas

Se obtuvieron peliculas mesoporosas de silice sobre
portacbjetos de wvidrio (soporte), siguiendo procesos

reportados en la bibliografia, en los cuales se combina la
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sintesis de 6xidos por gquimica sol-gel (control de la
hidrélisis y condensacidén de los precursores inorganicos),
con el autoensamblado de tensioactivos o copolimeros (que
acttan como moldes de poro). Los compuestos de partida para
la sintesis fueron Si(OEt), (TEOS) vy surfactantes idnicos
(CTAB) vy tensiocactivos poliméricos de tipo POE-POP-POE
(serie Pluronics-F127). Luego de tratamientos de post-
estabilizacidén a humedad vy temperatura controladas, se
eliminé el agente estructurante por calcinacidn obteniendo
las peliculas mesoporosas. (El1 procedimiento se describe,
por ejemplo, en G. J. A. A. Soler-Illia y col., "“Mesoporous
hybrid and nanocomposite thin films. A sol-gel toolbox to
create  nanoconfined  systems with localized chemical
properties”, J Sol-Gel Technol, 2011, 57, 299-312, el cual
se adjunta a la presente, como referencia, en su

totalidad) .

Caracterizacidén de las peliculas mesoporosas

La caracterizacidén exhaustiva de los recubrimientos
mesoporosos resulta fundamental, ya que las propiedades de
las peliculas mesoporosas dependen fuertemente de su
estructura de poros. Los resultados que permiten
caracterizar perfectamente las peliculas mesoporosas
descriptas se resumen en la Figura 1, Figura 2 y Tabla 1.
MS-4 y MS-9 corresponden a las peliculas sintetizadas con
S1i(OEt)4 (TEOS) /CTAB \% Si(OEt)4 (TEOS) /F127,
respectivamente. Los numeros 4 y 9 son indicativos del
didmetro promedio de poro presente (Figura 1) que depende
del tipo de surfactante utilizado. En la Figura 2 se
muestra la estructura hexagonal 3D para las peliculas MS-4

y la estructura cubica para las peliculas MS-9.

Por otra parte, en la Tabla 1 también se pueden observar

otros datos estructurales de MS-4 y MS-9 como la porosidad
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y el espesor, asi como el angulo de contacto que es un

indicador de hidrofobicidad de las peliculas utilizadas.

Tabla 1. Datos estructurales y medidas del é&ngulo de contacto
(indicador de hidrofobicidad) de las peliculas empleadas en este
estudio. MS-4 y MS-92 corresponden a las peliculas con un
didmetro promedio de poro de 4 o 9 nm, respectivamente. Se
utilizaron ademéds peliculas no mesoporosas como control (NMS),
sintetizadas mediante el mismo procedimiento que las mesoporosas
pero sin la incorporacidén del surfactante gque permite la

formacidén de los mesoporos.

Tipo de Tamafio de Porosidad Espesor Angulo de
pelicula poro contacto
(%) (nm)
(nm) (°)
NMS - 5+ 0.5 93 + 1 23.0 £ 1
MS-4 4.1 £ 0.5 42 £ 2 150 £ 1 16.0 £ 1
MS-9 9.2 £ 0.8 37 £ 2 100 £ 1 28.0 + 2

Inhibicién de la formacidén de biofilms bacterianos por

parte de las peliculas mesoporosas de acuerdo con la

invencidén

Los estudios de actividad anti-biofilm de las peliculas de
acuerdo con la invencidén, se llevaron a cabo empleando la
cepa prototipica de Pseudomonas aeruginosa PAQOl. Este
microorganismo es un relevante patdgeno oportunista en
humanos caracterizado por la formacidén de robustos biofilms
relacionados con procesos de patogénesis y corrosiédn
industrial. Se 1lo considera como organismo modelo para
estudios con biofilms. Se presentan datos cuantitativos

obtenidos mediante recuento de unidades formadoras de
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colonias (UFC). Se emplearon dos sistemas de formaciédén de
biofilms: sumergido vy ALI. En el primer sistema los
recubrimientos fueron sumergidos totalmente en el caldo de
cultivo bacteriano favoreciendo la formacidén de biofilms
sobre toda la superficie, mientras que en el segundo
sistema, denominado ALT, los recubrimientos fueron
colocados en forma vertical dejando una porcidén de la misma
fuera del medio de cultivo bacteriano favoreciendo 1la
formacién de biofilm en la interfase aire-liquido. Para los
recubrimientos basados en las peliculas mesoporosas se
observé una disminucidén significativa de células viables
luego de 8 vy 24 hs de incubacidén con indculos de
aproximadamente 108 bacterias/mL) (Figura 3a). Ademas, la
cuantificacién realizada por tincidén con cristal violeta
(Figura 3b) demostrd claramente la inhibicién en la
formacién de Dbiofilm sobre las peliculas mesoporosas.

También se observd una disminucidén en los niveles de

sustancias poliméricas extracelulares de la matriz
(polisacaridos, ©proteinas y ADN) sobre las peliculas
mesoporosas (Figura  3c). Asimismo, las imagenes de

microscopia electrdnica de barrido muestran un menor numero
de células adheridas sobre la superficie de las peliculas
mesoporosas (Figura 4). En todos 1los casos, el efecto
inhibitorio sobre la formacidén de biofilms bacterianos fue
mayor en el caso de MS-9, en ambos sistemas estudiados

(sumergido y ALI).

De los resultados expuestos puede observarse que 1los
recubrimientos cerdmicos mesoporosos de acuerdo con la
presente invencidén inhiben significativamente el desarrollo
de biofilms de Pseudomonas aeruginosa, tanto en sistema

sumergido como ALI.

En la literatura especializada, se describe que las

peliculas mesoporosas pueden ser sintetizadas sobre

12
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diversas superficies cerdmicas y metdlicas (Sanchez, et al.
Chem. Mater. 2011, 20:682-737.; 1Innocenzi et al., Chem.
Soc. Rev. 2013, 42:4198-4216). Por lo que cualquiera de
estos materiales cerdmicos y metalicos, ofrecerian el mismo
efecto inhibitorio sobre la formacidén de biofilms
bacterianos que aqui se menciona, al ser recubiertos con

las peliculas mesoporosas reveladas en esta invenciédn.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una pelicula de ¢éxido mesoporoso, sintetizada
mediante la técnica de sol-gel, autoensamblado de
surfactantes 'y eliminacién del agente estructurante
mediante calcinacién, gque presenta un tamano de poro de
entre alrededor de 4 nm y alrededor de 9 nm, caracterizada
porque se la utiliza en la obtencidén de un recubrimiento
cerdmico transparente y ultradelgado que inhibe 1la
formacién de biofilms bacterianos en la superficie
recubierta, en donde la pelicula se deposita sobre la
superficie mediante la técnica de dip coating o sSpin

coating.

2. Uso de una pelicula de ¢xido mesoporoso, de acuerdo con
la reivindicacidén 1, caracterizada porque se la utiliza
para recubrir una superficie, con el objeto de proporcionar

actividad antibiofilm a dicha superficie.

3. Uso de una pelicula de ¢xido mesoporoso, de acuerdo con
la reivindicacidén 1, caracterizada porque se la utiliza
para inhibir la formacidén de biofilms bacterianos en la
superficie recubierta, cuando dicha superficie se encuentra

sumergida.

4. Uso de una pelicula de ¢éxido mesoporoso, de acuerdo con
la reivindicacidén 1, caracterizada porque se la utiliza
para inhibir la formacidén de biofilms bacterianos en la

interfase aire-liquido de la superficie recubierta.

5. Uso de una pelicula de ¢xido mesoporoso, de acuerdo con
la reivindicacién 1, caracterizada porque no modifica la
apariencia original de la superficie sobre la que es

depositada.

14
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6. Uso de una pelicula de 6xido mesoporoso, de acuerdo con
la reivindicacidén 1, caracterizada porque se la utiliza
para inhibir la formacidén de Dbiofilms bacterianos
producidos por bacterias que pertenecen a la especie

Pseudomonas aeruginosa.

7. Uso de una pelicula de ¢éxido mesoporoso, de acuerdo con
la reivindicacién 1, caracterizada porque los &éxidos
utilizados son  por ejemplo Si0,, Ti0,, ZrQOs o sSus

combinaciones.

8. Uso de una pelicula de ¢éxido mesoporoso, de acuerdo con
la reivindicacién 1, caracterizada porque los surfactantes
utilizados para su sintesis ©pertenecen al grupo de
tensioactivos poliméricos no idénicos o tensioactivos
idénicos.

9. Uso de una pelicula de 6xido mesoporoso, de acuerdo con
la reivindicacién anterior, caracterizada porque los
tensioactivos poliméricos no idnicos corresponden al tipo

POE-POP-POE vy los tensioactivos idnicos al tipo sal de

amonio cuaternario.
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