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DESCRIPCION
Método para producir nanoparticulas de plata u oro.

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a métodos para producir particulas de tamafio nanométrico de plata u oro mediante
un proceso biologico. En particular, la invencion se refiere al uso de bacterias probidticas seleccionadas entre
Lactobacillus en condiciones especificas en la producciéon de nanoparticulas de plata u oro con el fin de mejorar su
eficacia antimicrobiana.

Antecedentes de la invencion

Es necesario disponer de procesos de desinfeccion eficaces para tratar grandes cantidades de materiales
contaminados, tales como el agua, especialmente el agua de circulacion industrial y doméstica, y efluentes acuosos
(tales como los presentes en la industria de procesado de alimentos) que contienen microorganismos que no se
pueden verter ni reutilizar sin tratar por motivos higiénicos, operacionales o medioambientales. Los procesos de
desinfeccién eficaces también son necesarios para tratar superficies tales como establecimientos, equipos,
contenedores, sistemas de aire acondicionado y analogos. Los procesos de desinfeccion que respetan el
medioambiente se basan principalmente en el uso de compuestos de oxigeno activo, tales como el peréxido de
hidrégeno, o compuestos de amonio cuaternario monoméricos.

El peroxido de hidrogeno es un desinfectante suave moderadamente activo con propiedades bactericidas. Existe
constancia de que concentraciones de perdxido de hidrégeno de 25 mg/L inhiben el crecimiento de algunas
bacterias, sin embargo, una reduccion eficaz del recuento de gérmenes, incluso empleando una concentracion
mucho mas elevada de perdxido de hidrégeno, tarda muchas horas o requiere radiacion ultravioleta adicional. Sin
embargo, la generacion de esta Ultima requiere equipos caros y costes de electricidad sustanciales. Por lo tanto,
cuando se desinfectan grandes cantidades de materiales contaminados, tales como el agua, por ejemplo, para el
tratamiento del agua en trabajos de depuracién de aguas residuales y sus producciones, dichas medidas son en la
practica inadecuadas y/o no viables econémicamente. Por lo tanto, en la materia ya se han probado otros métodos
para resolver estos inconvenientes.

Existe constancia en la materia de que los iones de plata y los compuestos basados en plata son muy téxicos para
los microorganismos y, por lo tanto, presentan efectos bactericidas potentes en muchas especies comunes de
bacterias, que incluyen Escherichia coli. También se ha demostrado que los hibridos de nanoparticulas de plata con
macromoléculas anfifilicas hiperramificadas presentan recubrimientos de superficie antimicrobianos eficaces. Se ha
descubierto que las dispersiones acuosas estables de nanoparticulas de plata en forma de hidrosoles de plata
elementales atoxicos presentan una gran actividad bactericida para E. coli; una concentracion de 50 pg/cm3 provoca
un 100% de inhibicion del crecimiento bacteriano. Se ha descubierto que las nanoparticulas de plata se acumulan en
las membranas bacterianas, interaccionando de cierta manera con determinados elementos estructurales de la
membrana bacteriana, de manera que provocan modificaciones estructurales, degradacion y, finalmente, muerte
celular. Se ha descrito que la superficie de las bacterias esta en general cargada negativamente para valores de pH
bioldgicos, debido a la disociacién de un nimero en exceso de grupos carboxilicos y otros grupos de la membrana.
Se ha sugerido que las nanoparticulas de plata embebidas en la matriz carbonada de la membrana generan una
carga superficial debido a su movimiento y friccion dentro de la matriz y, de esta manera, las fuerzas electrostaticas
podrian ser una causa de la interaccion de las nanoparticulas con las bacterias. Ademas, la plata tendra tendencia a
presentar una mayor afinidad para reaccionar con compuestos de fosforo y azufre contenidos en la membrana
bacteriana, asi como también en el ADN. Un tercer posible modo de accién consiste en la liberacion de iones de
plata, que puede contribuir adicionalmente al efecto bactericida de las nanoparticulas de plata. Se ha descrito que
varias especies de microorganismos, p. €j., Lactobacillus sp., bioabsorben Ag(l) a su superficie celular y destoxifican
este i6n por reduccion a Ag(0), ya sea por accidon de una reductasa o por quinonas que transfieren electrones o
ambas.

En la materia ya existe constancia de una formulacidon antimicrobiana no citotéxica que comprende nanoparticulas
de plata biolégicamente estabilizadas con un tamafo comprendido en el intervalo de 1 a 100 nm, y un portador, en la
cual la concentracion de dichas nanoparticulas de plata biolégicamente estabilizadas estda comprendida en el
intervalo de 1 a 6 ppm.

También existe constancia de un método para preparar un complejo coloidal de biomoléculas de plata, que
comprende:

e proporcionar una mezcla de una biomolécula, una sal de plata y una fuente de iones haluro en una unica
solucion; e

e irradiar la mezcla con luz que tenga una longitud de onda en la regién visible, donde la sal de plata y la fuente de
iones haluro sean hidrosolubles; siendo las cantidades de la biomolécula, la sal de plata y la fuente de iones

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2379017 T3

haluro tales que el paso de irradiacion proporcione como resultado la formacién de complejos coloidales de
biomoléculas de plata.

También se ha descrito un proceso para preparar particulas metalicas coloidales de tamafio nanométrico,
comprendiendo dicho proceso el tratamiento de un extracto fungico u hongos humedos con una solucién de un i6n
metdlico a una temperatura comprendida en el intervalo de 15 a 40 °C durante un periodo de tiempo comprendido
entre 2 y 120 horas, y la separacion de la biomasa para obtener las particulas metalicas coloidales de tamafio
nanomeétrico.

Los métodos de produccidon convencionales para obtener nanoparticulas de plata presentan varios inconvenientes,
tales como unos costes de produccion elevados, la produccién de una proporcidon significativa de productos
secundarios o la existencia de un limite superior para la concentracién de nanoparticulas obtenidas. Por ejemplo, el
ultimo método de produccién requiere un tiempo de produccién significativamente elevado y se basa en el uso de
hongos, los cuales pueden ser patdgenos. Por lo tanto, en la materia se necesita desarrollar un método para obtener
nanoparticulas de plata que sea fiable, econdmico y que reduzca o evite la formacién de productos secundarios.

También se han estudiado un proceso de biosorcidon de Ag(l) mediante Lactobacillus, su dependencia del pH dentro
del intervalo de pH de 2 a 6 y su dependencia de la temperatura dentro del intervalo de 10 a 60 °C, asi como el
mecanismo de reduccién de Ag* a Ag® por parte de Lactobacillus.

En la materia también existe constancia de un proceso para preparar nanoparticulas de plata mediante
biorreduccion empleando Aeromonas sp. en una mezcla con iones de plata, amoniaco e hidréoxido de sodio a 60 °C
durante un par de horas.

Los procesos mencionados anteriormente presentan inconvenientes, tales como la necesidad de una temperatura
elevada, un pH acido y/o un tiempo de incubacién elevado, o la actividad bactericida insuficiente de las
nanoparticulas de plata obtenidas en dichos procesos.

Por lo tanto, en la materia se necesita producir nanoparticulas de plata u oro mediante un método que no presente
estos inconvenientes.

También se necesita en la materia un método simple, ecoldgico y reproducible para producir nanoparticulas de plata
u oro con potentes propiedades antimicrobianas.

También se necesita en la materia un método correspondiente para producir nanoparticulas de plata u oro de
utilidad constatada en ciertas aplicaciones médicas.

En Crystal Growth & Design (2002) 2:293-298, Nair et al. describen la produccién de nanoparticulas de plata y oro
empleando bacterias del acido lactico (cepas de Lactobacillus) a temperatura ambiente, donde la concentracion de
Au(lll) era de aproximadamente 1 mM y la concentracion de Ag” era de aproximadamente 1.2 mM.

En Applied and Environmental Microbiology (2001) 67:3275-3279, Kashefi et al. describen la participacion de
microorganismos que reducen Fe(lll) en una reaccion de precipitacion de oro que se lleva a cabo en una solucion
tamponada de bicarbonato anaerdbica a la temperatura de crecimiento optima del organismo, pero no especifican
una concentracion de la sal de oro.

En Proceedings of the National Academy of Sciences of the U.S.A (1999) 96:13611-4, Klaus et al. describen la
biosintesis de monocristales basados en plata con composiciones y formas bien definidas en Pseudomonas stutzeri.

En Applied Microbiology and Biotechnology (2006) 69:485-492, Mandal et al. revisan el uso de microorganismos,
tales como bacterias, levaduras, algas, hongos y actinomicetos, en la biosintesis de nanoparticulas metélicas y
concluyen que todavia se deben abordar una serie de problemas desde el punto de vista microbiolégico y
nanotecnoldgico antes de que los procedimientos biosintéticos puedan competir con los protocolos quimicos
tradicionales.

En Materials Science and Engineering (2006) 27:188-192, Merroun et al. describen la reduccion de oro para formar
nanoclusters metalicos empleando células JG-A12 de Bacillus sphaericus y sus proteinas de la capa S en presencia
de un agente reductor tal como el hidrégeno molecular. La reduccién se llevé a cabo empleando una solucién de
HAuUCI3; 3 mM.

La Solicitud de Patente de los EE. UU. N.° 2005/013759 describe el uso de bacterias para producir nanomateriales y
muestra que algunas caracteristicas del producto resultante se pueden controlar mediante la seleccién y/o
preparacion del agente microbiano, asi como las condiciones de incubacion empleadas.

Compendio de la invencién

La presente invencion se refiere al uso de bacterias probidticas seleccionadas del grupo constituido por las especies
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de Lactobacillus para producir una composicion que comprende nanoplata o nanooro coloidal en la membrana
bacteriana, comprendiendo dicha produccién un paso de incubacién de dichas bacterias probidticas con una
solucion acuosa que comprende una concentracion de al menos 4 mM de una sal de plata u oro. En particular, la
invencion se refiere a:

e El uso de bacterias probidticas seleccionadas del grupo constituido por las especies de Lactobacillus para
producir nanoplata o nanooro coloidal poniendo en contacto dichas bacterias con una sal de plata u oro, a un pH
controlado que hace que las bacterias produzcan nanoplata o nanooro coloidal en su membrana.

Mas concretamente, las bacterias seleccionadas del grupo constituido por las especies de Lactobacillus pueden
reducir sales de Ag(l) a Ag(0) coloidal, que precipita en forma de particulas de nano-Ag en la superficie celular. La
biomasa recubierta con el nanoprecipitado de plata coloidal se puede recuperar faciimente a partir de una fase
acuosa mediante filtracion o centrifugacion, se puede lavar y enjuagar y procesar adicionalmente, y proporciona un
producto coloidal con potentes propiedades antimicrobianas, tanto en suspension (diluida) como cuando se procesa
en recubrimientos.

Es interesante notar que una serie de bacterias probidticas seleccionadas del grupo constituido por las especies de
Lactobacillus, es decir, bacterias producidas industrialmente por sus efectos beneficiosos para la salud humana
cuando se encuentran presentes en el aparato digestivo humano, presentan esta habilidad para producir
nanoprecipitados de Ag en su superficie celular. Estas bacterias incluyen, sin caracter limitante, cepas probidticas de
Lactobacillus fermentum.

Afadiendo una combinacién especifica de sales (AgNO3, NH4Cl, NaOH) al cultivo celular concentrado de bacterias
seleccionadas del grupo constituido por las especies de Lactobacillus y controlando el pH, se forma un producto de
plata coloidal con potentes propiedades antimicrobianas.

Ajustando la proporcion de “masa de plata” frente a “masa de células biolégicas” (Ag:CDW, donde CDW = peso seco
de las células), se pueden modificar la reactividad y las propiedades del producto de plata coloidal final, en cuanto al
tamanfo de particulas coloidales, la distribucion de particulas coloidales y otras propiedades del producto.

Los compuestos de plata coloidal producidos en la superficie de las bacterias presentan una amplia gama de
aplicaciones, que consisten en, sin caracter limitante: desinfeccion de aguas, uso como agente desinfectante en
productos de limpieza, como agente de limpieza, formulacion de recubrimientos antimicrobianos, aplicaciones
médicas, consumo humano, uso en la industria textil, aplicacion en ungiientos y lubricantes, como catalizador, etc.

El proceso de produccién es sencillo, rentable, presenta un rendimiento elevado y se puede aumentar la escala
facilmente, el tamafio y la distribucion de las particulas se pueden controlar y la reactividad antimicrobiana de la
nanoplata producida supera la de otros productos de plata coloidal empleando concentraciones muy bajas (ppb).
Ademas, el producto se puede procesar en diferentes formas: seca, en forma suspendida o como un pellet
“humedo”; se puede formular en diferentes aplicaciones. No existen residuos de reactivos quimicos presentes en el
producto final, ya que se ha enjuagado con agua pura sin pérdida de actividad.

El uso de bacterias probidticas seleccionadas del grupo constituido por las especies de Lactobacillus posibilita
muchas aplicaciones en la sanidad y la industria alimentaria. El producto bacteriano recubierto de Ag seria
especialmente adecuado para las siguientes aplicaciones:

e formulacidon de productos de limpieza desinfectantes (hospitales, laboratorios, terrenos de producciéon animal,
entre otros);

e aplicacion en filtros ceramicos u otros filtros para la desinfeccién de aguas, tanto agua para el consumo humano,
como agua para piscinas, agua para produccion animal, agua para produccion acuicola, entre muchas otras;

e aplicacion en recubrimientos desinfectantes: polimeros, fibras textiles, metales;
e es adecuado para la formulacién de unguentos, lubricantes, etc. para desinfectar la piel;

e aplicaciones para desinfectar el agua de consumo humano: paises en desarrollo, mochileros, aviones, entre
muchas otras (método de facil aplicacion); y

e para combatir patégenos: Legionella, Cryptosporidium, Hepatitis, Herpes, Pseudomonas, Staphylococcus,
diferentes tipos de bacterias, hongos y virus.
Un objeto de la presente invencién consiste en proporcionar nanoparticulas de plata u oro de gran calidad. Un primer

objeto de la presente invencién consiste en proporcionar un meétodo biolégico mejorado para producir una
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composicion que comprende nanoparticulas de plata u oro coloidal, comprendiendo dicho método el uso de
bacterias probidticas seleccionadas del grupo constituido por las especies de Lactobacillus, tales como Lactobacillus
fermentum, y poner en contacto dicha biomasa con una solucién acuosa que comprende una concentracion de al
menos 4 mM de una sal de plata (I) o una sal de oro (lll). La presente invencion se basa en el descubrimiento
inesperado de que ciertos parametros especificos del proceso para producir nanoparticulas de plata u oro mediante
biorreduccion afectan en gran medida a la eficacia de produccion y las caracteristicas de las nanoparticulas
resultantes. En particular, los métodos especificos de la presente invencién afectan en gran medida a la actividad
antimicrobiana de una composicién resultante que comprende nanoparticulas de plata.

Otro objeto de la presente invencion consiste en que la composicion de nanoparticulas de plata u oro obtenida
mediante biorreduccion en estas condiciones especificas se pueda procesar adicionalmente, p. €j., se pueda separar
de la biomasa, a la vez que se mantenga o incluso se mejore aun mas su actividad u otras propiedades relevantes
tales como la estabilidad durante el almacenamiento. Como alternativa, un tratamiento quimico posterior, p. €j., con
especies oxidantes tales como un peroxido o una persal, de una composicion de nanoparticulas de plata u oro
obtenida mediante biorreduccién en estas condiciones especificas puede incluso mejorar las propiedades de la
composicion de nanoparticulas resultante.

También es una ventaja del proceso de la presente invencion el hecho de que el tamafio y la distribucion de las
nanoparticulas de plata u oro resultantes se pueden controlar de manera reproducible.

También es una ventaja de la presente invencion el hecho de que dicho método proporciona un resultado muy fiable
en un periodo de tiempo significativamente corto, con un bajo coste y de forma ecoldgica, reduciendo la necesidad
de agentes quimicos caros y/o potencialmente téxicos. En la composicion resultante del método de la invenciéon no
quedan residuos peligrosos de reactivos quimicos en gran parte, ya que la biomasa empleada se origina a partir de
un microorganismo inocuo, por ejemplo, probidtico. Por lo tanto, una ventaja de la presente invencion consiste en
que el método proporciona una composicion que, al aplicarla con organismos eucaridticos, no afecta
sustancialmente a dichos organismos. Se proporciona una composicién con elevada actividad antimicrobiana que
también actua contra patégenos marinos, sin que afecte sustancialmente a los organismos eucariéticos. Una ventaja
adicional de la invencién consiste en que la invencion hace posible la produccion de una composicion que
comprende nanoplata o nanooro como tales con una concentracién elevada, y que comprende nanoplata o nanooro
compuestos sustancialmente por plata u oro en su estado metalico, respectivamente, por ejemplo, que comprenden
mas de aproximadamente un 95% de Ag0 en funcion del contenido total de plata o mas de aproximadamente un 95%
de Au® en funcion del contenido total de oro, respectivamente.

Otra ventaja de la presente invencion consiste en que el producto o la composicion resultantes se pueden procesar
facilmente y de forma segura, a la vez que se mantiene o incluso se mejora su actividad. La composicion se puede
secar, 0 se puede mantener en forma suspendida o como un pellet humedo, y se puede formular de diferentes
maneras, como en formulaciones de aerosoles o por impregnacion sobre un portador, sin que la actividad
antimicrobioldgica se vea afectada, debido a la estabilidad de las particulas de nanoplata.

Definiciones

Los términos “nanoplata” o “nano-Ag”, segin se emplean en la presente a los efectos de esta invencion, se refieren
a nanoparticulas de plata metalica (Ago). Dentro del significado de la presente invencion, dichas nanoparticulas se
pueden depositar o no sobre una biomasa. El tamafio de estas nanoparticulas puede variar entre aproximadamente
0.1 nm y aproximadamente 100 nm, por ejemplo, dentro del intervalo que oscila entre aproximadamente 0.5 nm y
aproximadamente 5 nm. La distribucion de tamafos de estas nanoparticulas también puede variar alrededor de su
tamafio medio.

Los términos “nanooro” o “nano-Au”, segun se emplean en la presente a los efectos de esta invencion, se refieren a
nanoparticulas de oro metalico (Auo). Dentro del significado de la presente invencion, dichas nanoparticulas se
pueden depositar o no sobre una biomasa. El tamafio de las nanoparticulas puede variar entre aproximadamente 0.1
nm y aproximadamente 100 nm, por ejemplo, dentro del intervalo que oscila entre aproximadamente 0.5 nm y
aproximadamente 5 nm.

El término “biomasa”, segun se emplea en la presente a los efectos de esta invencion, se refiere al material organico
constituido por, o procedente de, las especies bacterianas empleadas para producir “nanoplata” o “nanooro”.

La expresioén “bacterias probioticas”, segun se emplea en la presente a los efectos de esta invencion, se refiere a
bacterias tales que, cuando se administran en cantidades adecuadas a un huésped tal como un mamifero, una
especie marina (p. €j., un pez) o un ser humano, confieren un efecto beneficioso para la salud de dicho huésped.

El término “plata (1)” o “Ag (I)”, segun se emplea en la presente a los efectos de esta invencion, se refiere a iones
plata cargados positivamente monovalentes o Ag”.

Los términos “oro (I)” y “Au (Ill)”, segun se emplean en la presente a los efectos de esta invencion, se refieren a
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iones oro cargados positivamente monovalentes y trivalentes, respectivamente.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 muestra el efecto antimicrobiano del tratamiento con particulas de nanoplata de acuerdo con una
realizacién de la invencion a diferentes concentraciones sobre el recuento total de células y la supervivencia de E.
coli.

La Figura 2 muestra el espectro del analisis de difraccion de rayos X de las particulas de nanoplata de acuerdo con
una realizacién de la invencién.

La Figura 3 muestra el efecto de la proporcién de plata frente al peso seco de las células, durante la produccion de
las particulas de nanoplata de acuerdo con una realizacion de la invencién, sobre la actividad antimicrobiana de
dichas particulas contra Salmonella typhimurium.

La Figura 4 muestra el espectro del analisis de difraccion de rayos X de las particulas de nanoplata de acuerdo con
otra realizacion de la invencion.

Descripcion detallada de la invencion

Un primer objeto de la presente invencién consiste en proporcionar un método simple para producir una composicion
que comprende nanoplata o nanooro coloidal, que comprende un paso de incubacién de bacterias probiéticas
seleccionadas del grupo constituido por las especies de Lactobacillus con una solucion acuosa que comprende una
concentracion de al menos 4 mM de una sal de plata u oro.

Las bacterias probidticas pueden pertenecer a una o mas de las siguientes especies, sin caracter limitante:
Lactobacillus sakei, Lactobacillus acidophlius, Lactobacillus casei, Lactobacillus cripatus, Lactobacillus delbrueckii
subespecie bulgaricus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri y Lactobacillus rhamnosus.

A los efectos de las diferentes realizaciones del método de la presente invencién, se puede emplear cualquier sal de
plata hidrosoluble. Segun se emplea en la presente, la expresion “sal de plata” también engloba hidratos y otros
solvatos de dichas sales de plata. Habitualmente, una sal de plata hidrosoluble se puede definir en la presente como
una sal de plata con una solubilidad en agua de al menos 0.1 g/L a la temperatura de actuaciéon del método de esta
invencion, p. ej., a temperatura ambiente. La sal de plata puede ser, sin caracter limitante, una sal de plata
inorganica o una sal de plata organica tal como, sin caracter limitante, acetato de plata, cloruro de plata, perclorato
de plata, clorato de plata, bromuro de plata, fluoruro de plata, lactato de plata, nitrato de plata, sulfato de plata o
tartrato de plata.

A los efectos de las diferentes realizaciones del método de la presente invencién, se puede emplear cualquier sal de
oro hidrosoluble. Segin se emplea en la presente, la expresion “sal de oro” también engloba hidratos y otros
solvatos de dichas sales de oro. Habitualmente, una sal de oro hidrosoluble es una sal de oro con una solubilidad en
agua de al menos 0.1 g/L a la temperatura de actuacion del método de esta invencion, p. ej., a temperatura
ambiente. La sal de oro puede ser, sin caracter limitante, monovalente o trivalente. La sal de oro puede ser, sin
caracter limitante, una sal de oro inorganica o una sal de oro organica o una sal de oro mixta tal como, sin caracter
limitante, cloruro de oro (lll), tiomalato de sodio y oro monohidratado, bromuro de oro (lll), yoduro de oro (lll) y nitrato
de oro (llI).

De acuerdo con la presente invencion, la concentracion inicial de la sal de plata u oro en la solucién acuosa que se
va a incubar debe ser de al menos 4 mM, por ejemplo, de al menos 10 mM o, a modo de ejemplo particular, de al
menos 50 mM.

De acuerdo con una realizacion de la presente invencion, dicha solucién acuosa puede comprender ademas
componentes adicionales que podrian influir sobre el comportamiento de la composicién resultante, en particular,
mejorar sus propiedades. A este efecto, en una realizaciéon de la presente invencidon, donde se desea obtener
nanoplata, el método puede comprender un paso de incubacion de bacterias probidticas (segun se han definido
anteriormente en la presente) con una solucién acuosa que comprende una concentracion de al menos 4 mM de una
sal de plata y que comprende ademas amoniaco y/o una sal de amonio. Las sales de amonio adecuadas para esta
realizacion son tales como, sin caracter limitante, cloruro de amonio, nitrato de amonio, fosfato de amonio, sulfato de
amonio, carbonato de amonio, formiato de amonio y bromuro de amonio. La cantidad de amoniaco y/o sal de amonio
empleada en esta realizacion de la invencion deberia ser preferentemente suficiente para permitir la formacién de
una cantidad sustancial de un complejo de plata-amoniaco o plata-amonio tal como, sin caracter limitante, un
complejo de plata(l)-amoniaco como Ag(NH2)" y/o {Ag(NH3),}". De acuerdo con otra variante de esta realizacién de
la presente invencion, la solucién acuosa que se va a incubar puede comprender ademas una cantidad adecuada de
un hidroxido de un metal alcalino tal como, sin caracter limitante, hidroxido de sodio o hidréxido de potasio. Dicha
cantidad adecuada se puede definir por referencia a un intervalo de pH adecuado que se debe alcanzar, segun se
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explica en la presente mas adelante.

De acuerdo con otra realizacion de la presente invencion, el método comprende un paso de incubacién de bacterias
probidticas (segun se han definido anteriormente en la presente) con una soluciéon acuosa que comprende una
concentracién de al menos 4 mM de una sal de oro y que comprende ademas una cantidad adecuada de un
hidroxido de un metal alcalino, tal como, sin caracter limitante, hidroxido de sodio o hidroxido de potasio, en
ausencia de amoniaco y/o una sal de amonio.

Se pueden anadir hidroxidos de metales alcalinos adecuados, tales como, sin caracter limitante, hidroxido de sodio
y/o hidréxido de potasio, a la soluciéon acuosa de incubacion con concentraciones de hasta aproximadamente 1 M.
Preferentemente, la incubacion se lleva a cabo en condiciones tales que el pH sea de al menos 8, por ejemplo,
dentro de un intervalo de aproximadamente 8 a aproximadamente 12 o, a modo de realizacion mas especifica,
dentro de un intervalo de aproximadamente 8.5 a aproximadamente 11. De acuerdo con una realizacion de la
presente invencion, la proporcion de peso de plata o peso de oro frente al peso seco de las células (abreviado en lo
sucesivo en la presente como CDW) de las bacterias probioticas es de al menos aproximadamente 0.05 o de al
menos aproximadamente 0.1. De acuerdo con otra realizacion de la presente invencion, la proporciéon de peso de
Ag:CDW o Au/CDW no es superior a 20, preferentemente es inferior a aproximadamente 10, por ejemplo, inferior a
5.

De acuerdo con una realizacion de la presente invencion, el paso de incubacion del método se lleva a cabo a una
temperatura de entre aproximadamente 5 °C y aproximadamente 45 °C, preferentemente a una temperatura de
entre aproximadamente 15 °C y aproximadamente 35 °C, por ejemplo, a temperatura ambiente.

Como otra realizacién de la presente invencion, el paso de incubacion del método se puede llevar a cabo durante un
periodo de tiempo de entre aproximadamente 1 segundo y aproximadamente 30 minutos, por ejemplo, de entre
aproximadamente 5 segundos y aproximadamente 20 minutos. Un experto en la materia sera capaz de determinar,
con un numero de experimentos limitado, el periodo de tiempo mas adecuado para la incubacion, dependiendo de
otros parametros del proceso tales como, sin caracter limitante, la concentracion de la sal de plata u oro, la
temperatura de incubacion, la proporcion de peso de Ag:CDW o Au/CDW, la presencia o ausencia de amoniaco o
una sal de amonio, y analogos. Como es habitual en la materia, la incubacion se puede llevar a cabo con agitacion
durante al menos parte del tiempo de incubacion.

El método de la presente invencién también puede comprender un paso de procesamiento adicional de la
composicion resultante que comprende nanoparticulas de plata u oro coloidal. Dicho procesamiento adicional puede
comprender uno 0 mas pasos tales como, sin caracter limitante, la eliminacion de al menos parte de la biomasa de
las nanoparticulas de plata u oro o el fraccionamiento de la biomasa mediante tratamiento mecanico, enzimatico y/o
fisicoquimico, p. €j., mediante sonicacion. Cada uno de estos métodos de fraccionamiento o eliminacion de biomasa
es de uso comun para los expertos en la materia. Como alternativa o de manera adicional, dicho procesamiento
puede incluir un paso de tratamiento quimico para estabilizar o incluso mejorar ciertas propiedades deseables de la
composicion resultante que comprende nanoparticulas de plata u oro coloidal. Como realizacion particular de dicho
procesamiento quimico, una composicion de nanoparticulas de plata u oro de acuerdo con la presente invencién se
puede tratar después de la incubacion, y opcionalmente la eliminacién de biomasa, con un agente oxidante, tal como
un peréxido o una persal, para obtener un precipitado de nanoparticulas de plata u oro con una estabilidad mejorada
y/o (con relacién a la nanoplata) con una mayor actividad antimicrobiana. En esta realizacion de la presente
invencion, los perdxidos organicos e inorganicos adecuados incluyen, sin caracter limitante, perdxido de hidrégeno,
acido peracético y analogos. Las persales adecuadas para emplear en esta realizacion de la presente invencion
incluyen, sin caracter limitante, las sales alcalinas hidrosolubles capaces de formar perdxido de hidrégeno al
disociarse, p. €j., cuando dichas sales se disuelven en agua, se libera un ién peréxido. Los ejemplos adecuados de
este tipo incluyen percarbonatos, perboratos, persilicatos y perfosfatos asociados con un catién tal como un metal
alcalino. Se prefiere especialmente el percarbonato de sodio con la férmula empirica 2Na,COs3, 3 H20,. A favor de
esta realizacion de la presente invencion, el experto sabe que:

- dichas persales pueden ser mejores que el peroxido de hidrégeno en cuanto a la capacidad desinfectante,

- el peroxido de hidrégeno es un desinfectante débil y presenta una permeabilidad insatisfactoria en las bacterias,
y

- cuando una persal se disuelve en agua y libera peroxido de hidrégeno, la sal alcalina extrae un protén del

peroxido de hidrégeno liberado para formar el ién hidroperoxido, el cual, a diferencia del peréxido de hidrégeno,
es un desinfectante poderoso y es facilmente permeable en las bacterias.

En cualquier momento del proceso de la invencién, la porciéon sélida que comprende nanoplata o nanooro se puede
separar de la porcién liquida mediante cualquier método de uso comun para los expertos. Por ejemplo, se puede
separar mediante centrifugacion y posterior decantacién de la fraccion liquida, o mediante filtracion.

En el método, se puede reemplazar parcialmente una sal de plata u oro por una sal de cobre, a la vez que se ajustan
7
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cuidadosamente una o mas de las condiciones de operacion de la reaccion tales como, sin caracter limitante, el pH,
la temperatura de incubacion, el tipo de sal y la concentracidon de la sal. En el método, las especies bacterianas
probidticas seleccionadas del grupo constituido por las especies de Lactobacillus también se pueden reemplazar
parcialmente por microorganismos o bacterias alternativas, a la vez que se ajustan cuidadosamente una o mas
condiciones de operacion de la reaccién tales como, sin caracter limitante, el pH, la temperatura de incubacién, el
tipo de sal y la concentracién de la sal (de plata u oro). Dichas bacterias alternativas se pueden seleccionar del
grupo constituido por bacterias que se consideran generalmente seguras para el medioambiente, mas
concretamente, aquellas bacterias conocidas por tener capacidad biorreductora.

Un segundo aspecto consiste en un uso antimicrobiano de una composicién de nanoplata producida mediante el
método descrito anteriormente, que se basa en el descubrimiento inesperado de que una concentracion eficaz de
dicha composicion de nanoplata en un tratamiento antimicrobiano puede ser excepcionalmente baja, dependiendo
de las bacterias objetivo, p. €j., de aproximadamente 0.5 ppm o incluso inferior, por ejemplo, de aproximadamente
0.05 ppm o inferior, y en el descubrimiento de que se puede observar una reduccion sustancial de la cantidad de
bacterias indeseadas en un periodo de tiempo limitado, p. ej., en no mas de aproximadamente 5 horas. Los objetivos
bacterianos adecuados para este aspecto incluyen una amplia gama de gérmenes gram positivos y gram negativos
tales como, sin caracter limitante, Pseudomonas aeruginosa (p. ej., cepa CMCM-2-22), Pseudomonas cepacia,
Enterobacter cloacae, Enterobacter agglomerans, Klebsiella pneumoniae (p. €j., cepa ATCC-10031), Eschericia coli,
Streptococcus faecalis (p. ej., cepa ATCC-10541), Staphylococcus cohnii, Staphylococcus aureus (p. €j., cepa IP
52154 o ATCC-6538), Bacillus subtilis (cepa ATCC-19659) (siendo todos ellos habituales entre las cepas
bacterianas de los hospitales), Enterococcus facium, Enterococcus hirae, Thiobacillus ferrooxidans (p. e€j., cepa
ATCC 13661), Lactobacilli, Thermophilic bacilli, Trychophyton interdigitale (p. e€j., cepa ATCC-640), Clostridium
sporogenes (cepa ATCC-3584), Clostridium perfringens (cepa ATCC-13124), Salmonella typhimurium, Listeria
monocytogenes y analogos. La composicion de nanoplata también puede ser activa contra los hongos, incluidos, por
ejemplo, Candida albicans (p. ej., cepa APCC-2091), Mycobacterium smegmatis (p. €j., cepa IP 7326), Aspergillus
niger (p. €j., cepa 218 IP), Penicillium verrucosum y analogos, y también puede tener actividad antiparasitaria contra,
por ejemplo, Schistosoma haematobium, Schistosoma mansoni y analogos.

El uso antimicrobiano (antifingico, antiparasitario o antivirico) puede ser en forma de una composicién desinfectante
liquida, en la que se puede combinar una composicion de nanoplata producida mediante los métodos descritos
anteriormente con un segundo agente antimicrobiano o una mezcla de dichos agentes. Los ejemplos adecuados de
un segundo agente antimicrobiano incluyen, sin caracter limitante, perdxido de hidrégeno, sales de amonio
cuaternario, acido peracético, persales (siendo estas ultimas como se han descrito en la presente anteriormente con
relacion a la presente invencion) y mezclas de estos en cualesquiera proporciones conocidas. En particular, dicha
combinacion puede proporcionar efectos sinérgicos en la actividad antimicrobiana. Dicho segundo agente
antimicrobiano puede ser un agente antimicrobiano oxidante tal como, sin caracter limitante, diéxido de cloro,
monocloramina, un hipoclorito, permanganato de potasio, yodo o cloro. Las composiciones desinfectantes liquidas
pueden incluir ademas uno o mas estabilizantes tales como, por ejemplo, acido fosférico, acido nitrico, acido
sulfurico, acido bromhidrico o acido bérico o mezclas de estos, especificamente con el fin de ajustar el pH de la
composicién dentro de un intervalo adecuado para su manipulacion y uso. Entre los estabilizantes de tipo acido
inorganico, se prefiere especialmente el acido fosférico. En la practica, dicho estabilizador &cido puede estar
habitualmente ya incorporado en una cantidad adecuada a un peréxido de hidrégeno de cierta calidad disponible de
proveedores comerciales. El estabilizante opcionalmente empleado también puede ser un acido carboxilico organico
tal como acido tartarico, acido citrico (o uno de sus hidratos), acido benzoico, acido picolinico, acido nicotinico y
acido isonicotinico. También se pueden considerar mezclas de acidos organicos e inorganicos con este fin. Dicho(s)
estabilizante(s), cuando se encuentran presentes, estan preferentemente en una cantidad eficaz para ajustar el pH
y/o la estabilidad de almacenamiento a largo plazo de la composicién desinfectante liquida. Estas composiciones
desinfectantes liquidas también pueden incluir al menos un componente seleccionado del grupo constituido por
surfactantes, inhibidores de corrosién y fragancias (perfumes).

Los surfactantes adecuados para emplear en composiciones desinfectantes incluyen, por ejemplo, sin caracter
limitante, compuestos tensioactivos cationicos, no ionicos, anféteros y zwitteridnicos, preferentemente los adecuados
para poner en contacto con productos alimentarios o agua potable con la dosis relevante, y mezclas de dichos
compuestos. En la presente son potencialmente utiles una amplia variedad de surfactantes no idnicos. Los ejemplos
no limitantes de surfactantes aniénicos incluyen, por ejemplo, los seleccionados del grupo constituido por glicoles
polietoxilados y/o polipropoxilados, monoésteres de acidos grasos Cg-Czp, monopalmitato de sorbitan y analogos.
Los ejemplos especificos de surfactantes anfoteros adecuados incluyen 3-dodecilaminopropionato de sodio, 3-
dodecilaminopropanosulfonato de sodio, N-alquiltaurinas y betainas.

La composicion desinfectante que comprende nanoplata se puede estabilizar en la biomatriz y se puede aplicar
directamente, o después de un procesamiento adicional segun se ha descrito anteriormente en la presente, en el
entorno que se desea tratar, limpiar o descontaminar. Por ejemplo, las particulas de nanoplata se pueden dispersar
en el lugar del cual se desean eliminar las bacterias, o en sus alrededores, de cualquier forma adecuada o
empleando métodos de aplicacion adecuados. El componente de nanoplata de la composiciéon es capaz de
interaccionar con los componentes celulares de las bacterias, de manera que los destruyen eficazmente y reducen el
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numero de células bacterianas totales hasta un nivel admisible.

El uso de una composicién que contiene nanoplata tal como la descrita anteriormente puede ser para limpiar,
descontaminar, desinfectar o esterilizar una superficie sélida o un volumen de un gas o un liquido. Cuando dicha
composiciéon liquida de acuerdo con la presente invencion se emplea como una composicién desinfectante o
esterilizante (p. ej., por dispersion en un liquido o gas), se suele aplicar en condiciones adecuadas, que incluyen las
concentraciones y el tiempo de aplicacion, que pueden ser determinadas facilmente por un experto a partir del
conocimiento estandar de las técnicas de desinfeccion y esterilizacion.

Cuando la composicidon desinfectante liquida que contiene nanoplata se aplica sobre una superficie sdlida, se
prefiere, por normativas de seguridad, emplear una formulaciéon diluida lista para usar obtenida mezclando una
cantidad adecuada de una composicidon concentrada con agua y a continuacion humedeciendo dicha superficie
sélida con la formulacién diluida obtenida durante dicho tiempo hasta conseguir la humectacion completa de la
superficie solida (la cual puede depender de la porosidad de la superficie, como bien saben los expertos).

Segun sobreentenderan los expertos en la materia, la cantidad preferida de la composicidon desinfectante liquida que
contiene nanoplata que se debe emplear variara en gran medida con el tipo y la cantidad de microorganismos
presentes en la superficie sdlida o presentes en el liquido o gas que se desea tratar.

Con relacion al uso anterior de las composiciones liquidas que contienen nanoplata como desinfectantes, se
recomiendan mas particularmente los siguientes métodos de aplicacion:

- inmersién del producto que se desea tratar en dicha composicion que contiene nanoplata,
- pulverizacion de la composicion desinfectante sobre una superficie sélida que se desee tratar, e

- incorporacion de la composicion desinfectante (diluida o concentrada) en el agua que se desee ftratar
(particularmente, el agua de una piscina, el agua de un proceso industrial, aguas residuales y analogos).

Por consiguiente, las composiciones desinfectantes liquidas que contienen nanoplata son especialmente utiles para:

(a) la desinfeccion e higiene de hospitales y laboratorios, locales industriales (tales como centrales lecheras,
queserias, fabricas de malta, cervecerias, instalaciones para la producciéon de agua mineral, vino, licores, zumos
de frutas y verduras; invernaderos; vaquerizas, gallineros y establos; cadenas de envasado para productos
alimentarios, bebidas o productos farmacéuticos; espacios interiores de aviones y barcos) y los contenidos de
dichos locales, especialmente el equipo o los instrumentos de dichos locales;

(b) la esterilizacion de recintos asépticos tales como incubadoras para animales prematuros o animales axénicos en
crecimiento;

(c) el tratamiento de legionela en sistemas de aire acondicionado;

(d) la desinfeccion e higiene de contenedores de almacenamiento (especialmente silos) y tuberias para transportar
productos solidos o liquidos tales como productos alimentarios (azucar, té, café, cereales, bebidas) y piensos;

(e) la desinfeccion e higiene de piscinas y otros equipos de balneoterapia (en cuyo caso la composicion estara
preferentemente exenta de surfactante);

(f) la desinfeccion de sistemas para la produccion, transporte y almacenamiento de agua potable (por ejemplo, en
pozos o contenedores de almacenamiento), en cuyo caso la composicion estara preferentemente exenta de
surfactante; y

(g) la proteccion de cultivos al aire libre (tales como cereales, tomates, plantaciones plataneras, cultivos
hidroponicos, que incluyen endibias, semillas, tubérculos y analogos) en virtud de sus propiedades bactericidas,
fungicidas, antivirales y antiparasitarias.

La actividad antimicrobiana selectiva y elevada de la composicion de nanoplata obtenida mediante el método de la
presente invencion presenta una amplia gama de aplicaciones tanto domésticas como industriales tales como, sin
caracter limitante, la desinfeccion de aguas, el tratamiento del crecimiento de algas en el agua, productos de
limpieza y la formulaciéon de recubrimientos antimicrobianos, p. €j., para emplear en aplicaciones médicas o en el
proceso de nutricidon u otros materiales para el consumo humano o animal (especialmente debido a la ausencia de
efectos o a los efectos minimos sobre las células u organismos eucaridticos), para emplear en la proteccion
antimicrobiana de productos textiles, para emplear en preparados médicos tdpicos para prevenir contaminaciones
microbianas o infecciosas de tejidos expuestos tales como, sin caracter limitante, cremas, ungientos o lociones, o
para emplear como catalizadores en procesos quimicos u otros procesos de transformacion. Todos los usos
mencionados anteriormente se pueden conseguir mediante nanoplata en suspensién, asi como mediante la
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incorporacion de nanoplata en polimeros y/u otros tipos de recubrimientos.

La presente invencion se refiere a la produccion de nanoprecipitados de plata u oro mediante bacterias probidticas
seleccionadas del grupo constituido por las especies de Lactobacillus que se pueden emplear sorprendentemente
como agentes algicidas (p. €j., contra Chlorella vulgaris, pero sin limitarse a esta) en agua potable, agua de piscinas
o0 estanques o acuarios, o en otros depodsitos de agua dulce o agua salada, en polimeros y pinturas, en
recubrimientos de superficie y otros materiales para protegerlos contra pequefias incrustaciones (aspecto estético) o
contra grandes incrustaciones (deterioro de materiales). La presente invencion se refiere a la produccion de
nanoprecipitados de plata u oro mediante bacterias probiéticas seleccionadas del grupo constituido por las especies
de Lactobacillus que pueden presentar sorprendentemente un efecto herbicida contra ciertas plantas dicotiledéneas
o monocotiledéneas o un efecto contra diferentes tipos de plantas inferiores, tales como el musgo, tanto en forma
diluida en agua o cuando se procesan adicionalmente mediante métodos mecanicos, enzimaticos y/o fisico-
quimicos. La eleccion de la planta relevante para este fin no resulta un parametro critico de la presente invencion.
Las plantas adecuadas para este fin incluyen, entre otras, plantas dicotiledéneas tales como el tabaco (Nicotiana
tabacum), lentejas de agua (Lamna sp.), soja (Glycine max), manzana, remolacha azucarera, Arabidopsis thaliana,
alfalfa, petunia, algodén, zanahoria, apio, col, pepino, pimiento, canola, tomate, patata, lentejas, lino, brécoli, alubias,
lechuga, colza oleaginosa, coliflor, espinacas, col de Bruselas, alcachofas, guisantes, ocra, calabacin, col verde,
berzas, té, café y Selaginella lepidophylla. También incluyen plantas monocotiledoneas tales como el arroz Oryza
sativa, grano, cebada, maiz, girasol (Helianthus annuus), trigo, avena, mijo, sorgo, amaranto, cebolla, esparragos y
cafa de azucar.

Los aspectos anteriores de la presente invencion son especialmente Utiles en los campos siguientes:

- la inhibicion del crecimiento de algas en el agua de acuarios, en los sistemas de distribucion del agua potable
para animales y humanos, en los sistemas de distribucién de agua para horticultura, en estanques, en piscinas,
en sistemas de filtracion para tratar agua de estanques o piscinas, y en diferentes tipos de sistemas de riego;

- lainhibicién del crecimiento de algas en superficies, incluidas las superficies en contacto con agua tales como los
cascos de los barcos;

- el uso en pinturas, polimeros o recubrimientos para el tratamiento de superficies contra algas, incluido el
crecimiento de algas en superficies de organismos superiores tales como plantas;

- lainhibicién del crecimiento de musgo u otras plantas indeseadas, tanto monocotiledéneas como dicotiledéneas,
mediante la exposicidon de hojas, tallo, flor o sistemas de raices a plata coloidal, p. €j., la plata coloidal producida
por bacterias probidticas y que precipita sobre estas de acuerdo con el método de produccién mencionado
anteriormente; y

- la inhibicion del crecimiento de ciertas plantas o maleza sobre superficies mediante el recubrimiento o la
exposicion de estas superficies a plata coloidal, p. €j., la plata coloidal producida por bacterias y que precipita
sobre estas de acuerdo con el método de produccién mencionado anteriormente.

Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo ilustrativo de ciertas realizaciones del método de acuerdo con la
presente invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1 - Preparaciéon de nanoplata

Se propagd un cultivo de Lactobacillus fermentum Beijerinck 1901 AL (ATCC 11976, LMG 8900, del intestino de un
lactante de 8 dias) en caldo MRS (disponible del proveedor comercial Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) en
condiciones microaerofilicas a 37 °C durante 15 horas. Las células se separaron del MRS por centrifugacion a 3000
g durante 10 minutos a 15 °C y se lavaron 2 veces con agua milliQ, a continuacion se volvieron a suspender en agua
milliQ hasta obtener una densidad optica final de 1.5 a 600 nm (DOggo). Se afadié hidréxido de sodio a la
suspension de células partiendo de una soluciéon patrén de NaOH 1 N para alcanzar concentraciones finales de
NaOH 0.05 N y NaOH 0.10 N, respectivamente.

Se prepar6 una solucion patron de Ag (1) de 425 mg de AgNOs y 225 mg de NH4Cl en 50 mL de agua milliQ. Se
afadio un volumen de esta solucidn patron de Ag (1) a 10 volumenes de las suspensiones de células con NaOH 0.05
y 0.10 N, respectivamente. Se dejaron incubar estas mezclas con luz visible a 25 °C en condiciones de agitacion
suave (100 rotaciones por minuto en el agitador) durante 30 minutos. Se obtuvo una solucién final de Ag (0) 5.0 mM
(535 mg de Ag(0)/L) depositada sobre la biomasa de Lactobacillus fermentum, que se denomina en la presente
“nanoplata” o “nano-Ag”. Las células de Lactobacillus fermentum recubiertas se centrifugaron y se lavaron tres veces
con agua milliQ para eliminar los residuos del medio de cultivo y otros aditivos, mediante la centrifugacion,
decantacion y resuspension varias veces de la composicion en agua milliQ fresca. La concentracion final de nano-Ag
se ajustd consiguientemente. A continuacion, la composiciéon se diluyd con agua milliQ o se concentr6 por
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centrifugacion a 3000 g y se volvio a suspender en agua milliQ de acuerdo con las necesidades del usuario final.

Ejemplo 2 - Andlisis de DRX de la nanoplata

El analisis de difraccion de rayos X (DRX) de la biomasa con particulas de plata obtenida en el Ejemplo 1 y secada
adicionalmente a 30 °C se realizdé con un difractémetro D5000 de Siemens con un sistema 6ptico Bragg-Brentano
(comercializado por el proveedor Siemens, Munich, Alemania). Los rayos X se generaron en un tubo de rayos X de
cobre con una potencia de 1.6 kW (40 kV, 40 mA). Las medidas se realizaron entre 25 y 90 grados 2-theta con un
tiempo por paso de 1.6 s y un tamafio de paso de 0.02 grados. El espectro resultante (no se muestra) indica la
presencia del patrén de difraccion de rayos X de plata metalica y 6xido de sodio. Este ultimo es un residuo del
hidréxido de sodio empleado para preparar la nanoplata.

Ejemplo 3 - Andlisis de EDX de la nanoplata

El analisis por energia dispersiva de rayos X (EDX) de la biomasa seca con nanoplata obtenida en el Ejemplo 1y
secada adicionalmente a 30 °C se realizé con un microscopio electrénico de barrido JSM6100 con detector EDX
(comercializado por JEOL USA, Inc.) con una resolucion correspondiente a una energia incidente de 20.0 keV. Los
resultados del andlisis se enumeran en la Tabla 1 (como % en peso y % atdémico) y demuestran claramente la
presencia principalmente de materia organica (debido al elevado contenido de carbono y oxigeno) y plata, la
combinacion de cuyas cantidades representa aproximadamente hasta un 91% en peso de la materia seca. El resto
del producto seco consistia en trazas de los elementos Ca, Mg, Si, P, S y ClI, principalmente debidas a los residuos
minerales de la matriz biolégica seca.

Tabla 1

elemento % en peso % atéomico
C 55.90+0.28 | 69.18 £0.16
0 26.21+0.08 | 24.35+0.15
Na 4.97 £ 0.02 3.21£0.00
Mg 0.85 + 0.06 0.52 + 0.04
Si 0.19 £ 0.06 0.10 £ 0.03
P 1.64 +£0.04 0.79 £ 0.02
S 0.22 + 0.01 0.11 £ 0.01
Cl 0.31+£0.03 | 0.13+0.014
Ag 8.51+0.20 1.17 £ 0.03
Ca 1.22+0.18 0.45 £ 0.07

Ejemplo 4 - Actividad antimicrobiana de la nanoplata en un medio de cultivo sélido para Escherichia coli

A una placa que contenia medio de cultivo solidificado para cultivar Escherichia coli (agar Luria Bertani), se
afadieron 100 mL de una suspension de plata con una concentracion de Ag de 5 mM en forma de nanoplata
depositada sobre una biomasa de Lactobacillus fermentum como la obtenida en el Ejemplo 1. Como control, a una
placa que contenia el mismo medio de cultivo, se afiadieron 100 mL de una solucién de AgNO3 5 mM en agua milliQ
esterilizada con NaOH 0.1 N. Este sistema se corresponde con una cantidad total de 0.05 mg de Ag por placa de
agar o 11 mg de Ag por m? de area superficial total. Se repitio este experimento con unas concentraciones del doble
de las mencionadas anteriormente, es decir, con 0.11 mg de Ag por placa de agar o 22 mg de Ag por m? de area
superficial total.

Al afiadir estas suspensiones de plata a las placas, se aplic6 una capa homogénea de Ag(I)NOs o nano-Ag,
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respectivamente, sobre el medio de cultivo solidificado.

Después de tratar prewamente el medio de cultivo solidificado de esta manera, se afiadieron 100 pyL de una
suspension de 2 x 10® CFU/mL de Escherichia coli en solucién fisiolédgica (8.5 g de NaCl/L en agua esterilizada) a las
placas de agar tratadas previamente. A continuacion, las placas se incubaron durante 24 horas a 30 °C y se
contaron las colonlas Los resultados del recuento se ilustran en la Figura 1. Para concentraciones de nano-Ag de 11
mg de Ag/m y 22 mg de Ag/m no se pudleron detectar células viables de E. coli en el medio de cultivo sdélido
tratado (< limite de deteccion (L.D.) = 1 x 10" CFU/mL). De esta manera, el tratamlento con nano-Ag a estas
concentramones dio como resultado una reduccion de células de E. coli desde 2 x 10® CFU/mL hasta menos de 1 x
10" CFU/mL (L.D.). Para concentraciones de Ag(I)NOs; de 11 mg de Ag/m y 22 mg de Ag/m se observo una
reduccion de células de E. coli significativa desde 2 x 108 CFU/mL hasta 4 x 10° CFU/mL y1x 10% CFU/mL,
respectivamente.

Como control, se afadieron suspensiones de E. coli con una concentracién de 2 x 10° CFU/mL a placas que
contenian medio de cultivo sin tratar, es decir, sin Ag, y a placas que contenian el mismo medio de cultivo tratado
con 100 pyL de agua mQ esterilizada con solamente Lactobacillus fermentum ATCC 11976, con la misma
concentraciéon que para el tratamiento con nano-Ag, pero sin nano-Ag. No se observé ningun efecto inhibitorio sobre
el recuento total de estas bacterias. Como consecuencia, el efecto inhibitorio observado para nano-Ag y Ag (l) se
puede atribuir al tratamiento con Ag y no al procedimiento del tratamiento ni a las cepas de Lactobacillus empleadas
en este experimento.

Ejemplo 5 - Actividad antimicrobiana en suspension para diferentes bacterias patégenas

Se evalud la supervivencia de cultivos patdgenos de Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus y Listeria monocytogenes diluidos en solucion fisiolégica que contenia diferentes concentraciones (0 mg/L,
0.10 mg/L, 1.0 mg/L, 10 mg/L y 50 mg/L) de la composicion de nano-Ag obtenida en el Ejemplo 1. Se aplicé nano-Ag
en una solucion fisiolégica que contenia un cultivo vivo de una de las bacterias patégenas mencionadas
anteriormente. La solucion fisiologica incluia 8.5 g de NaCl por 1 L de agua y se prepar6 de forma que tuviera un
potencial osmaético neutro para las células bacterianas, de manera que no las matara debido a la tension osmdética.
Los tratamientos de control consistieron en un cultivo bacteriano en solucion fisioldgica en ausencia de nano-Ag.

Se prepard una solucion patrén de 100 mg de nano-Ag/L en agua mQ y se afiadié a los cultivos bacterianos diluida
en solucidn fisioldgica, en cantidades adecuadas para obtener las concentraciones finales de nano-Ag mostradas en
la Tabla 2.

El tratamiento se repitid independientemente para cada especie bacteriana patégena mencionada anteriormente,
donde el “cultivo bacteriano” representa un caldo liquido diluido con las especies bacterianas en fase de crecimiento
exponencial, diluida en solucion fisioldgica hasta una concentracién final de células de 10*-10° CFU/mL. Cada
tratamiento se realizé por duplicado. Todas las incubaciones se realizaron en tubos de ensayo esterilizados y con
tapon, que se incubaron con agitacion a 37° C durante 72 horas. Después de la incubacion, se afiadieron 100 pL de
cada tubo de ensayo a una placa que contenia un medio de cultivo solido de agar tripticasa soja (TSA) y se contaron
las colonias. Los resultados de estos recuentos para los diferentes patégenos evaluados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2
Concentracion de nano-Ag Patégeno (CFU/mL)

(mg de Ag/L) E.coli S. aureus | Salmonella | Listeria
0 1.1x10° | 1.3x10° | 1.0x10° |1.5x10'
0.10 4.6x10' 1 5 1.0x 10

1.0 0 0 0 2

10 2 0 0 0

50 0 0 0 0

La Tabla 2 muestra que una concentracion de 1 mg/L de nano-Ag como la obtenida en el Ejemplo 1 fue suficiente
para reducir el numero de células viables de E. coli, S. aureus 'y S. typhimurium en 72 horas hasta una concentracion
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de células < 10 CFU/mL (es decir, inferior al limite de deteccién). Ya se observé una muerte celular significativa a
una concentracion de 0.10 mg/L. Con relacién a la Listeria, se obtuvo una reduccién de la concentracion de células
viables por debajo del limite de deteccién a 10 mg/L de nano-Ag. De este modo, se puede concluir que la nano-Ag
obtenida en el Ejemplo 1, en concentraciones de 1.0 mg/L o inferiores en suspensiones de células liquidas, actia
como un agente antimicrobiano potente que elimina eficaz y significativamente las bacterias patdgenas viables del
liquido.

Ejemplo 6 - Actividad antimicrobiana de la nano-Ag en suspensién combinada con Artemia franciscana

Se prepar6 agua marina artificial esterilizada (Instant Ocean®, comercializada por Aquarium Systems de EE. UU.) en
agua milliQ por autoclavado. Todos los tratamientos se llevaron a cabo en alicuotas de 20 mL de agua marina
artificial esterilizada en tubos Falcon de 50 mL. Cada tratamiento (realizado por triplicado) consistié en 20 Artemia
nauplii axénicas en 20 mL de agua marina artificial, complementadas con una combinacién de 10° CFU (unidades
formadoras de colonias)/mL de Vibrio campbellii LMG21363 y/o nano-Ag como la obtenida en el Ejemplo 1 con una
concentracion final segun se muestra en la Tabla 3. De este modo, la bacteria V. campbellii se incubé junto con su
organismo huésped Artemia franciscana.

Se prepararon los siguientes ensayos:

- Artemia franciscana + 10° CFU/mL de Vibrio campbellii

- Artemia franciscana + 10° CFU/mL de Vibrio campbellii + 100 mg de nano-Ag/L
- Artemia franciscana + 10° CFU/mL de Vibrio campbellii + 10 mg de nano-Ag/L
- Artemia franciscana + 10° CFU/mL de Vibrio campbellii + 1.0 mg de nano-Ag/L
- Artemia franciscana + 10° CFU/mL de Vibrio campbellii + 0.1 mg de nano-Ag/L
- Artemia franciscana + 0.1 mg de nano-Ag/L

- Artemia franciscana + 100 mg de nano-Ag/L

- Artemia franciscana + 10 mg de nano-Ag/L

- Artemia franciscana + 1.0 mg de nano-Ag/L y

- Artemia franciscana + 0.1 mg de nano-Ag/L

Después de 48 horas de incubacion, se determind la concentracion de V. campbelli en el agua marina artificial
esterilizada que contenia Artemia franciscana contando las placas en un medio de cultivo especifico para Vibrio. Los
resultados medios de los tratamientos se muestran en la Tabla 3 a continuacién (donde L.D. se refiere al limite de
deteccion).

Tabla 3
I Concentracion de nano-Ag Supervivencia de las bacterias
(mg de Ag/L) patégenas Vibrio campbellii

' 0 1.0 x 10° CFU/mL

' 0.10 3.0 x 10> CFU/mL

I 1.0 < 10" CFU/mL (L.D.)

' 10 < 10" CFU/mL (L.D.)

' 100 <10' CFU/mL (L.D.)

Ademas, se observd que, para concentraciones de 0.10 y 1.0 mg/L de nano-Ag, no se produjo ningun efecto
significativo sobre la tasa de supervivencia (80%) de Artemia franciscana en comparacion con los controles sin
tratar. Esto indica que la nano-Ag producida de acuerdo con el Ejemplo 1 no presenta ningun efecto tdxico ni
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inhibitorio en organismos superiores a estas concentraciones.

Ejemplo 7 - Determinacién del tiempo de contacto eficaz para la actividad antimicrobiana

El objetivo de este ensayo era determinar un tiempo de contacto adecuado de la composicidon de nano-Ag del
Ejemplo 1 con cultivos bacterianos patégenos de Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus o
Listeria monocytogenes diluidos en solucion fisiologica, con el fin de obtener una actividad antimicrobiana eficaz
para concentraciones de 0.1 y 1 mg/L de Ag, respectivamente.

Se aplicaron estas concentraciones de nano-Ag a cultivos bacterianos en una solucién fisiologica (8.5 g de NaCl en
1 L de agua) preparados para tener un potencial osmotico neutro para las células bacterianas, de manera que no las
mataran debido a la tension osmotica. El tratamiento de control consistié en un cultivo bacteriano en solucion
fisiolégica sin la composiciéon de nano-Ag.

Se prepard una solucion patron de 100 mg de nano-Ag/L en agua mQ y se afiadié a los cultivos bacterianos (de la
misma forma que en el Ejemplo 5) en solucién fisioldégica, en cantidades adecuadas para proporcionar las
concentraciones finales de nano-Ag deseadas.

Las incubaciones (realizadas por duplicado) se llevaron a cabo en tubos de ensayo esterilizados y con tapon,
agitando a 37 °C, y a continuacion se determiné el recuento celular para diferentes tiempos de contacto (eventos de
muestreo). Para cada evento de muestreo, se anadieron 100 yL de cada tratamiento a placas que contenian un
medio de cultivo sélido de agar tripticasa soja (TSA) y se contaron las colonias. A continuacién en la Tabla 4 se
muestran los resultados obtenidos después de 15 horas, 16 horas, 17 horas, 18 horas y 40 horas, respectivamente
(donde ND significa no detectable, es decir, por debajo del limite de deteccion).

Tabla 4
Tiempo de contacto | Conc. Patdgeno
(horas) (PPm) | Salmonella | Staphylococcus |  E.coli Listeria
15 0 1.0E+05 2.2E+02 | 4.5E+03 4.9E+03
1.0E+04 1.1E+02 6.1E+03 4.2E+03
1 ND ND ND 1.0E+01
ND ND ND 2.0E+01
0.1 ND 5.0E+01 ND 3.4E+03
ND 1.0E+02 1.0E+01 3.9E+03
16 0 2.0E+04 1.6E+02 2.7E+03 5.6E+03
7.3E+03 1.3E+02 | 4.0E+03 5.1E+03
1 ND ND ND ND
0.1 ND 6.0E+01 ND 2.0E+03
ND 4.0E+01 ND| 2.1 E+03
17 0 1.2E+04 1.5E+02 3.1E+03 5.6E+03
1.0E+04 1.7E+02 3.2E+03 4.7E+03
1 ND ND ND ND
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Tiempo de contacto | Conc. Patoégeno
(horas) (PPm) | Salmonella | Staphylococcus |  E.coli Listeria
0.1 ND 1.0E+01 ND 1.1E+03
ND 5.0E+01 ND 8.8E+02
18 0 1.0E+04 1.6E+02 | 2.2E+03 3.5E+03
1.0E+04 7.0E+01 2.3E+03 2.4E+03
1 ND ND ND ND
0.1 ND 1.0E+01 ND 9.2E+02
ND ND ND 2.2E+03
40 0 1.0E+04 1.0E+01 1.5E+03 9.0E+01
1.9E+04 1.0E+01 1.9E+03 7.0E+01
1 ND ND ND ND
0.1 ND ND ND ND

Ejemplo 8 - Preparacién de composiciones de nanoplata con diferentes proporciones en peso de plata frente al peso

seco de las células de biomasa

Se prepard una solucién patréon de plata (I) en amoniaco liquido (28% en volumen de NHs; en agua) con una
concentracion final de 425 g de AgNOs/L (= AgNO3 50 mM). A continuacion, se preparé un cultivo de Lactobacillus
fermentum como en el Ejemplo 1.

Se volvieron a suspender 2.8 g (peso humedo) del pellet celular centrifugado en 3 cantidades diferentes (50 mL, 100
mL y 1 L) de agua milliQ para obtener las mezclas de reaccion denominadas A, B y C, respectivamente.

A continuacion, se afadid NaOH a cada tubo de ensayo partiendo de una solucién patron de NaOH 1 N en agua
milliQ, para obtener una normalidad de 0.10 N de NaOH en la suspension mencionada anteriormente.

Como consecuencia, la solucion patron de plata (1) se afiadié como se indica a continuacion:

Mezcla de reaccion A: Se afiadieron 0.24 mL de solucién patron de plata (1) para obtener una concentracion final
de 1.30 g de Ag/L (o Ag 12 mM). Se observd una reaccion de precipitacion casi inmediata (precipitado marrén-
rojizo) en la biomasa de 56 g/L (peso humedo). Asumiendo una proporciéon en peso seco media de la biomasa
centrifugada de entre un 10 y un 30%, se obtuvo una proporcion de plata frente al peso seco de las células de
entre 1:4 y 1:12.

Mezcla de reaccion B: Se afiadieron 2.4 mL de solucidn patrén de plata (l) para obtener una concentracion final
de 5.78 g de Ag/L (Ag 55 mM). Se observé una reaccion de precipitacion casi inmediata (precipitado marrén-
rojizo) en la biomasa de 28 g/L (peso humedo). Ya que el peso seco de la biomasa centrifugada era de un
promedio de 10-30%, se obtuvo una proporcion de plata frente al peso seco de las células de entre 2:1y 0.7:1. El
pH durante esta reaccion fue de 11.6.

Mezcla de reaccién C: Se afiadieron 24 mL de solucién patron de plata (1) para obtener una concentracion final
de 5.78 g de Ag/L (Ag 55 mM). Se observd una reaccion de precipitacion casi inmediata en la biomasa de 2.8 g/L
(peso humedo). Ya que el peso seco de la biomasa centrifugada era de un promedio de 10-30%, se obtuvo una
proporcion de plata frente al peso seco de las células de entre 20:1y 7:1.
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Las mezclas de reaccion se dejaron reposar durante 30 minutos y después se recogio la composicion de nano-Ag
formada.

El precipitado de nano-Ag resultante se centrifugd junto con la biomasa a 3000 g durante 10 minutos a 15 °C y a
continuacion se lavé dos veces con agua milliQ para eliminar cualquier resto de amoniaco y otros componentes
hidrosolubles del proceso de produccion. A continuacion, el producto de tipo pellet purificado de nano-Ag se analizé
(Ejemplo 9) o se diluyé adicionalmente en agua milliQ hasta obtener concentraciones adecuadas de nano-Ag para
ensayos adicionales.

Ejemplo 9 - Analisis de DRX de la nano-Ag producida con una proporcion de plata frente al peso seco de las células
de biomasa de 0.7:1

El analisis de DRX de una biomasa con particulas de nanoplata producida con una proporcién de plata frente al peso
seco de las células de biomasa de 0.7:1 de acuerdo con el Ejemplo 8, secada a continuaciéon en un horno a 100 °C
durante 24 horas, se llevd a cabo seguin se ha explicado en el Ejemplo 2. Solo se pudo detectar el patron de
difraccion de rayos X de la plata metalica en este espectro de DRX. Debido a que se puede estimar con certeza que
las trazas de elementos cristalinos por debajo de un 5% en peso en el producto seco no se pueden detectar por
DRX, se puede estimar que aproximadamente al menos un 95% de la plata detectada con este analisis de DRX
estaba en el estado de Ag (0).

Ejemplo 10 - Tratamiento posterior de la nanoplata con H,O,

Los pellets de nano-Ag lavados obtenidos de acuerdo con el Ejemplo 1 o el Ejemplo 8, se trataron posteriormente
con un 30% (en volumen) de H20» en agua. Con este fin, los pellets se suspendieron en H,O, con concentraciones
de hasta 6 g de Ag/L de H»0O. (30%). Se obtuvieron precipitados mas estables. A continuacion, se diluyo
adicionalmente una suspension de los precipitados obtenidos en agua milliQ con el fin de obtener concentraciones
adecuadas de nano-Ag para ensayos adicionales.

Ejemplo 11 - Propiedades antimicrobianas de la nano-Ag sin tratamiento posterior con H.O, o después de dicho
tratamiento

Se prepararon formulaciones de nano-Ag segun se ha descrito en el Ejemplo 8 con diferentes proporciones de plata
frente al peso seco de las células de biomasa de 7:1, 1:10 y 0.7:1, respectivamente (muestras denominadas en la
presente A, B y C, respectivamente). De forma adicional, los preparados de nano-Ag obtenidos con una proporcion
de plata frente al peso seco de las células de biomasa de 0.7:1 se trataron adicionalmente con H,O, segun se ha
descrito en el Ejemplo 10, para obtener de esta manera una cuarta muestra denominada D. Para evaluar el efecto
de la proporcién de plata frente al peso seco de las células de biomasa sobre la actividad antimicrobiana de los
productos de nano-Ag, se preparé una suspension celular de 1 x 10* CFU/mL de Salmonella typhimurium en
solucion fisioldgica esterilizada y se distribuy6 en diferentes tubos de ensayo. Se afadieron las muestras A, B, Cy D
a estos tubos de ensayo hasta obtener una concentracion final de 0.05 mg/L (o 50 ppb) de nano-Ag en cada tubo de
ensayo. Como controles, se incubaron cultivos bacterianos con AgNO3 a 0.05 ppm y sin nada de plata. Los tubos de
ensayo se taparon y se incubaron con agitaciéon a 37 °C por duplicado. Después de 4.5 horas de incubacion, se
tomaron muestras, se realizaron series de diluciones en solucion fisioldgica, se afadieron a placas con medio TSA 'y
a continuacion las placas se incubaron a 37 °C durante toda la noche para poder determinar el recuento total de
Salmonella. Los resultados de estos recuentos se muestran en la Figura 3 en forma de un recuento celular medio y
una desviacién estandar de dos duplicados independientes. Se ha observado una reduccion sustancial del recuento
de bacterias después de 4.5 horas de incubacién en presencia de 0.05 ppm de nano-Ag obtenida mediante el
método del Ejemplo 8. La Figura 3 muestra que cuanto mayor es la proporcion de plata frente al peso seco de las
células, menos reactiva es la nano-Ag resultante contra la actividad antimicrobiana. Ademas, el tratamiento del
producto de nano-Ag con H,O2 aumenta significativamente su actividad antimicrobiana.

Ejemplo 12 - Determinacion del tamafo de particula de la nanoplata mediante microscopia electronica de
transmisién

Con el fin de preparar secciones finas para el analisis por TEM, los pellets de bacterias se fijaron en un tampén de
cacodilato 0.1 M (pH de 7.4) que contenia un 2.5% de glutaraldehido y un 2% de formaldehido, y se embebieron en
agarosa con punto de fusion bajo al 3% (de Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EE. UU.). Estas muestras se
fijaron posteriormente en tetradxido de osmio al 1%. Entre y después de los pasos de fijacion, las muestras se
lavaron con agua destilada. A continuacién, las muestras se deshidrataron en concentraciones cada vez mas
elevadas de etanol y, finalmente, en 6xido de propileno anhidro. Después de embeberlos en medio Epon-Spurr, los
bloques de muestras se cortaron con una maquina de corte TM60 (de Reichert-Jung A.G., Viena, Austria) para
obtener una cara de corte de 0.5 X 1 mm? - 1 X 2 mm?, y las secciones ultrafinas en el intervalo de color de
interferencia de oro a plata mate se cortaron empleando el microtomo Ultracut (de Reichert-Jung A.G., Viena,
Austria). Las secciones se colocaron sobre pioloform y rejillas de cobre recubiertas de carbono (malla 200). Una vez
completado este procedimiento, las secciones finas se tifieron con acetato de uranilo al 2% y a continuacién con
citrato de plomo para determinar la ultraestructura de las células. Los productos quimicos y las rejillas se obtuvieron
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de Agar Scientific (Stansted, Reino Unido). La obtencion de las imagenes se llevé a cabo con un microscopio
electrénico de transmision EM208S (de FEI, Eindhoven, Paises Bajos) que operaba a 80 kV.

Se obtuvieron las imagenes TEM (no se muestran) para las particulas de nanoplata resultantes de las mezclas de
reaccion A, B y C descritas en el Ejemplo 8. Estas imagenes confirman que se obtuvieron particulas de nanoplata
esféricas en la composicién en forma de precipitados sobre la superficie celular bacteriana y en suspension entre la
biomasa.

- Tamafos de particula para la nano-Ag resultante de la mezcla de reaccién A (proporcion 1:10): para las 35
nanoparticulas evaluadas, el diametro oscno entre 3.3 nm y 72 nm, con una media de 14 nm, el area superficial
de las particulas oscil6 entre 6.4 y 2996 nm? Yy, por consiguiente, la esfericidad oscilé entre 0.14 y 0.97;

- Tamafos de particula para la nano-Ag resultante de la mezcla de reacciéon B (proporcion 1:1): para las 202
nanoparticulas evaluadas, el diametro oscuo entre 3 nm y 116 nm, con una media de 15 nm, el area superficial
de las particulas oscil6 entre 6 y 4805 nm? y, por consiguiente, la esfericidad oscilé entre 0.12 y 0.96;

- Tamafos de particula para la nano-Ag resultante de la mezcla de reaccién C (proporcién 10:1): para las 56
nanoparticulas evaluadas, el diametro oscno entre 3.3 nm y 56 nm, con una media de 16 nm, el area superficial
de las particulas oscil6 entre 6.4 y 1841 nm? Yy, por consiguiente, la esfericidad oscilé entre 0.15 y 0.95.

Ejemplo 13 - Preparacién de nanooro coloidal

Se preparo una solucion patron de oro (lll) en agua milliQ con una concentracion final de 7.5 g de AuCls/L. Se obtuvo
un cultivo de Lactobacillus fermentum de acuerdo con el Ejemplo 1.

Se afiadié un pellet celular centrifugado con un peso humedo de 2.5 g a 100 mL de agua milliQ.

Se afiadié NaOH partiendo de una solucién patron de NaOH 1 N en agua milliQ, para obtener una normalidad de
0.10 N de NaOH en la suspensién mencionada anteriormente.

Consecuentemente, se afiadieron 10 mL de la solucién patrén de oro (lll) a esta suspensién para obtener una
concentracion final de 75 mg de Au (l11)/100 mL en forma de AuCls-Au (Au 3.8 mM). La precipitacion de Au (0) sobre
la biomasa de 2.5 g/100 mL (peso hu