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RESUMEN:

Es bien conocido que la plata tiene propiedades antimicrobianas muy potentes.
Actualmente, la nanoplata es el nanomaterial mas utilizado, representando
aproximadamente la cuarta parte de todos los nanomateriales comercializados en el
mercado. El presente trabajo tiene por objetivo explorar la potencial utilizacion de nuevas
nanoparticulas de plata como agentes antimicrobianos en enologia, como una alternativa al
empleo de los sulfitos. En primer lugar, se ha llevado a cabo la sintesis y caracterizacion de
dos materiales de plata: PEG-Ag NPs 1, nanoparticulas sdlidas soportadas sobre
polietilenglicol, y GSH-Ag NPs 2, nanoparticulas en solucién soportadas sobre glutation. A
continuacion, se ha evaluado su actividad antimicrobiana frente a un total de 11 especies,
gue incluyen bacterias lacticas y bacterias acéticas. Se han establecido los parametros de
inhibicion bacteriana, comprobandose que los nanomateriales con recubrimientos a base
de ambos polimeros solubles (polietilenglicol y glutatién), son capaces de inhibir el
crecimiento de ambos tipos de bacterias, y en concreto, el efecto inhibidor sobre las
bacterias acéticas, fue superior al del metabisulfito potasico. También se ha estudiado el
mecanismo de accidn antimicrobiano de las nanoparticulas de plata, en el que parece que
estdn implicados cambios en la membrana plasmatica de la célula bacteriana con pérdida de
la viabilidad celular y de las funciones vitales de la célula.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata biocompatibles, actividad antimicrobiana, bacterias
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1. Introduccion

El anhidrido sulfuroso o didxido de azufre (SO2) presenta multiples propiedades como
conservante en la elaboracidon de los vinos, entre las que se pueden destacar los efectos
antioxidante y antimicrobiano, éste ultimo selectivo especialmente frente a bacterias lacticas
(BAL). Por ello, hoy en dia constituye un tratamiento indispensable en la tecnologia de
elaboracion y conservacién de los vinos. Sin embargo, el empleo de este aditivo esta
estrictamente regulado debido a que a dosis elevadas puede dar lugar a modificaciones
organolépticas en el producto final, y fundamentalmente al potencial riesgo para la salud
humana. Esto, ha promovido la investigacién de nuevas alternativas en enologia que puedan
sustituir o complementar la accién del SO2 [1].

El efecto antimicrobiano de la plata frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas se
conoce desde la antigliedad, pero ha sido recientemente cuando se ha promovido el empleo
de nanoparticulas de plata (NP Ags) como agentes antimicrobianos en diferentes areas, y en la
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actualidad se considera que las NP Ag son el nanomaterial mas utilizado en los productos de
consumo, representando alrededor de una cuarta parte de todos los nanomateriales
comercializados. A pesar del gran interés en las aplicaciones de estos nanomateriales en el
campo de la enologia, los estudios que han investigado el uso de NP Ag como agente
antimicrobiano durante la vinificacién son muy escasos [2,3], y no hay informacién disponible
sobre el efecto de estas NP Ags sobre el crecimiento de diversos microorganismos del vino y su
modo de accidn. Es por ello, que el objetivo del presente trabajo es explorar la potencial
utilizacion de nuevas NP Ags como agentes antimicrobianos en enologia, especificamente para
el control del crecimiento de las especies de bacterias lacticas y acéticas representativas del
vino.

2. Material y métodos
2.1. Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata

La sintesis de nanoparticulas de plata estabilizadas con polietilenglicol (PEG-Ag NPs 1) se llevo
a cabo mediante un proceso “in situ” del precursor de plata(l) [Ag(C6F5)] por reaccion de
NBu4[Ag(C6F5)2] y AgClO4 en relacion molar 1:1 y empleando Et20 como disolvente. La
evaporacién del disolvente a sequedad lleva la generacion de PEG-Ag NPs 1 como un sélido
negro. PEG-Ag NPs 1 tiene un contenido final de plata de 200 mg/g. Para la sintesis de
nanoparticulas de plata estabilizadas con glutatién (GSH-Ag NPs 2), se eligié un método clasico
basado en la reduccién de una disolucidon acuosa de tetrafluoroborato de plata (AgBF4) de
concentracién 1.9x10-3 M con el agente reductor NaBH4 y posterior estabilizaciéon con
glutatidon en su forma reducida, lo que did lugar a la formacidon de una disolucién coloidal
amarilla de nanoparticulas de plata muy estable en el tiempo, lo que las hace indicadas para su
estudio en disolucidén. GSH-Ag NPs 2 tiene un contenido de plata de 0,197 mg/mL.

Estas muestras se han caracterizado mediante Plasma ICP y microscopia de transmision
electrénica (TEM). La técnica Plasma ICP ha permitido obtener el porcentaje en peso de plata
en las muestras y compararlo con el tedrico. Los espectros de absorcién de las soluciones que
contienen las NPs Ag (PEG-Ag NP 1 y GSH-Ag NP 2) se registraron en un espectrofotometro de
diodos UV-Visible Hewlett Packard 8453. Se recogieron las imagenes de Microscopia
Electrénica de Transmision (TEM) en un microscopio JEOL JEM 1011 y JEOL JEM 2100.

2.2. Cepas bacterianas y medios de cultivo

Las BAL seleccionadas para este estudio (Pediococcus pentosaceus (n=4), Lactobacillus casei
(n=3), L. plantarum (n=1) y Oenococcus oeni (n=3) pertenecen a la Coleccion de BAL del
Instituto de Investigacién en Ciencias de la Alimentacion (CIAL), y han sido previamente
aisladas de mostos y vinos. Las bacterias acéticas del estudio (Acetobacter aceti CECT-298 y
Gluconobacter oxydans CECT-360) pertenecen a la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT).
Los medios de cultivo empleados fueron el medio MRS para las cepas BAL no O. oeni, el medio
MRS malico-fructosa para las cepas de O. oeni, y el medio YG para las bacterias acéticas.

2.3. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los materiales frente a las distintas bacterias se ha evaluado
siguiendo la metodologia de Garcia-Ruiz et al., [4, 5] como: a) inhibicién del crecimiento
bacteriano a través del parametro IC50 (concentracidn que inhibe el crecimiento bacteriano al
50%), y b) inactivacidn bacteriana a través del parametro de supervivencia MBC (concentracion
minima bactericida; concentracién mds baja que es capaz de inactivar al 99,9% de los
microorganismos presentes en el indculo inicial). Los estudios se han realizado en medios de
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cultivo de laboratorio adicionados de etanol al 6%, con el objetivo de simular condiciones
proximas a las del vino. Ademas se ha evaluado la actividad antimicrobiana del metabisulfito
potasico (SO2) frente a las mismas bacterias, para poder establecer una comparativa de la
eficacia de los materiales de plata como alternativa al empleo de este agente antimicrobiano
en enologia.

2.4. Microscopia de fluorescencia

Se empled un microscopio de epifluorescencia Leica DM2500 (Leica, Heerbrugg, Switzerland).
El kit LIVE/DEAD BacLight de viabilidad bacteriana L7012 (Invitrogen, Oregon, EEUU) se utilizé
para los ensayos de integridad de membrana por tincidn selectiva del acido nucleico.

3. Resultados

Se ha abordado la sintesis de nanomateriales basados en nanoparticulas de plata y
estabilizados por agentes quimicos (polimeros o moléculas) que fueran biocompatibles. Asi, se
eligieron el polimero polietilenglicol y la molécula glutatién como agentes estabilizantes de las
nanoparticulas. Posteriormente estas muestras se han caracterizado mediante Plasma ICP y
microscopia de transmisidn electrénica (TEM). En las muestras de PEG-Ag NPs 1, la poblacién
principal consta de Ag NPs con un diametro medio de entre 3 y 5 nm como se observa en las
micrografias TEM (Figura 1A-1B). Por otro lado, las micrografias TEM de las muestras de GSH-
Ag NPs 2 mostraron una amplia gama de didmetros entre 10 y 50 nm (Figura 1C-1D).

Figura 1. Imagenes de microscopia de transmision electrénica de las nanoparticulas PEG-Ag NPs 1 (A-B)
y GLU-Ag NPs 2 (C-D). Barras de escala de 20 (A), 50 nm (B ), 100 (C) y 50 (D).

A continuacién se evalud la actividad antimicrobiana de PEG-Ag NPs 1 y GSH-Ag NPs 2
frente a las principales especies de bacterias lacticas y acéticas presentes en el vino mediante
la determinacidn del pardmetro IC50 (Tabla 1). Con el fin de facilitar la comparacién entre las
nanoparticulas, la concentracion se expresa en g de Ag por ml. Los valores de IC50 para las
bacterias lacticas oscilaron entre 86 mg Ag/ml (P. pentosaceus CIAL-49) y 470 g de Ag/ml (P.
pentosaceus CIAL-85) para la nanoparticula PEG-Ag NP 1, mientras que para GSH-Ag NP 2, los
valores de IC50 oscilaron entre 1.2 pg Ag/ml (O. oeni CIAL-118) y 70 g de Ag/ml (P.
pentosaceus CIAL-49). Para todas las cepas de LAB, la susceptibilidad bacteriana fue mayor
(menores valores de IC50) frente a GSH-Ag NP 2 que a PEG-Ag NP 1, destacando la alta
susceptibilidad de las cepas de O. oeni a GSH-Ag NP 2 (IC50 ~ 1 g / ml) (Tabla 1). Sin embargo,
en los ensayos relativos a las cepas de bacterias acéticas, éstas mostraron una susceptibilidad
similar a ambas nanoparticulas (PEG-Ag NPs 1 y GSH-Ag NPs 2), con valores de IC50 de
alrededor de 30 mg/ml (Tabla 1). Para las bacterias acéticas (A. aceti y G. oxydans), los
materiales de plata estudiados (PEG-Ag NPs 1 y GSH-Ag NPs 2) mostraron un efecto inhibidor -
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expresado como IC50- superior al del metabisulfito potdasico, si bien, en general, las bacterias
lacticas, y especialmente la especie O. oeni, mostraron menor sensibilidad a los materiales de
plata que al metabisulfito potdsico. Mediante microscopia de epifluorescencia, se ha
confirmado la capacidad de los nanomateriales de plata de inhibir el crecimiento y la viabilidad
celular de cepas de bacterias lacticas y acéticas del vino, y se ha corroborado la mayor
sensibilidad de las bacterias acéticas a la exposicion de materiales de plata que de las bacterias
l[acticas, lo que puede explicarse por las diferencias en la estructura de la pared celular.

Tabla 1. Actividad antimicrobiana (ICso, MBC) de los nanomaterials de platay € metabisulfito potasico
frente alas cepas de bacterias | acticas y acéticas estudiadas

1Ty 40 concantration, ppimL) ICa (ML
PEG-4g WPe 1 GLU-4g NPe 2 K504

s =1 [ MBC T
Bactertas Lictices 400 =10
P penfnsceus CLAL-16 20 400 B2 =30 580
P periosaceus CLAL-49 B6 400 Fi ] =1 610
P perfosaceus CWML-ES 470 00 50 =1 ==0
P pantosaceus CIAL-E5 410 400 £ =100 500
L case! ClaL-51 32 400 65 =100 540
L casel ClAL-52 80 200 A > 25 30
L casel Clal-o2 k] 200 7 =25 B0
L pianiEmm CiaL-121 88 200 B » 25 540
O panl CIAL-117 25 1.7 360
O oenl CIAL-118 nz 0 1.2 =100 440
O canl CIAL-199 o 0 24 =10 560
Bacteria Acatican
A acetl CECT-298 ETT] 200 ] = 1M 450
G.owydans CECT-360 32 i 30 = 1M a7

4. Conclusiones

Estos resultados muestran la efectividad de los nanomateriales de plata
especificamente sintetizados para este estudio, para inhibir el crecimiento de las principales
especies de bacterias lacticas y acéticas del vino, como una alternativa al empleo de sulfitos en
enologia, aunque son necesarios mas estudios para asegurar su aplicabilidad en bodega.
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