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Resumen

El mucilago es una sustancia producida por algunas plantas, entre ellas esta el nopal, por otro lado, se ha
demostrado que las nanoparticulas de plata (AgNPs) presentan efecto antimicrobiano. Por lo cual, el objetivo
de este trabajo fue elaborar biopeliculas utilizando como soporte el mucilago adicionado de AgNPs y evaluar
su actividad antibacteriana. Se evaluaron tres condiciones de la mezcla mucilago-AgNPs ademas de una
condicion Nopal-AgNPs. A las 4 se les agreg6 glicerol como plastificante y a una de las condiciones mucilago-
AgNps se le afiadié urea. Las biopeliculas obtenidas fueron caracterizadas y posteriormente se evalud su
actividad antimicrobiana contra E. coli. Los resultados muestran que las biopeliculas obtenidas con AgNPs
fueron de un color méas oscuro comparadas con su respectivo control (mucilago o nopal sin AgNPs), ademas
presentaron diferente grosor. Con respecto a la actividad antimicrobiana, las biopeliculas Mucilago-AgNPs
con urea y la de nopal-AgNPs redujeron el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC), también
comparados con su respectivo control, por lo que se puede concluir que las biopeliculas mucilago-AgNPs y
nopal-AgNPs presentan actividad antibacteriana.
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Introduccion

En los Ultimos afios las infecciones bacterianas y el incremento en resistencia a los antibioticos ha sido motivo
de preocupacion. Debido a esto, muchas investigaciones se enfocan en la busqueda y estudio de nuevos
materiales con propiedades antimicrobianas lo cual se ha vuelto cada vez mas importante. En este contexto,
las AgNPs se han convertido en una solucién prometedora gracias a sus propiedades antibacterianas (Diaz
Acosta, 2018). Estas pueden ser sintetizadas mediante métodos fisicos, quimicos y biolégicos. La sintesis
biolégica de AgNPs utiliza plantas o microorganismos, por lo cual se le considera un método amigable con el
ambiente. La producciéon de AgNPs utilizando bacterias como Lactobacillus aprovecha las propiedades
reductoras de los metabolitos producidos por estos organismos, siendo el Unico método que no causa
toxicidad en los seres humanos ademas de tener un enfoque mas ecoldgico y sostenible, por lo cual es el
método que ha tomado mayor relevancia en la biomedicina (Esquivel-Figueredo et al., 2021; Diaz Acosta,
2018; Ledezma et al., 2014; Quintero-Quiroz et al., 2020).

De igual manera, el desarrollo de biopolimeros naturales como matrices de soporte para las AgNPs ha
ampliado el desarrollo de oportunidades en la creacion de materiales biodegradables con propiedades
antibacterianas, siendo el mucilago de nopal uno de los materiales mas empleados debido a sus propiedades
y que son una fuente abundante de polisacaridos principalmente pectinas las cuales le brindan a la biopelicula
propiedades Unicas de biodegradabilidad, flmégenas, antimicrobianas, antioxidantes y antiinflamatorias, lo
gue las hace mas versatiles para diversas aplicaciones. (Aruwa et al., 2019; Espino-Diaz et al., 2010; Llangari
et al., 2022; Gonzalez, 2011)

Por ello en el presente estudio, se sintetizaron nanoparticulas de plata empleando Lactobacillus plantarum y
se incorporaron a biopeliculas elaboradas a partir de mucilago de nopal bajo distintas condiciones, y se
evaluaron sus caracteristicas fisicas, asi como su efectividad antimicrobiana contra Escherichia coli.
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Material y métodos

Sintesis de nanoparticulas

La sintesis de las nanoparticulas de plata se realizé utilizando la cepa de Lactobacillus plantarum. Para lo
cual la bacteria se inocul6 en medio MRS adicionado de Nitrato de plata a una concentracion 1 mM, Se incubé
24 h a 37°C en aerobiosis, el cambio de color de amarillo a café oscuro es indicativo de la presencia de
nanoparticulas de plata. El cultivo se centrifugé para separar el paquete celular del medio, las células se
lisaron mediante sonicado a una amplitud de 40%, en 5 ciclos de 1 min para liberar las nanoparticulas
adheridas a estas. El lisado se centrifugé y se recuperaron las nanoparticulas de plata.

Sintesis y caracterizacion de biopeliculas

Para elaborar las biopeliculas se evaluaron 4 condiciones; 3 condiciones con mucilago de nopal y una
utilizando nopal deshidratado.

A) Se pesaron 0.4 g de mucilago de nopal, los cuales se diluyeron con agitacion continua en 10 ml de agua
hasta una completa homogeneizacion. Posteriormente se agregaron 200 ul de glicerol y 500 pl de la
suspension de nanoparticulas de plata, se continud la agitacién hasta homogeneizacion completa.

B) 0.2 gramos de mucilago de nopal se adicionaron a 5 ml de agua, se agreg6é 0.1 ml de glicerol y se
mezclaron mediante agitador magnético hasta obtener una suspension homogénea, posteriormente se
adicionaron 5 ml de la suspensién de nanoparticulas de plata continuando con la agitacién magnética hasta
homogeneizacion completa.

C) Se mezclaron 0.2 gramos de urea con 10 ml de agua desionizada, se mantuvo en agitacion y calentamiento
a 80°C por 30 minutos. Después de enfriar se agregaron 0.5 gramos de mucilago y se continué la agitacion
durante 30 minutos mas, posteriormente se agregaron 100 microlitros de glicerol y 5 ml AgNPs.

D) 0.8 g de nopal deshidratado se mezclaron con 10 ml de agua desionizada mediante agitacion constante.
Una vez homogénea la suspension se adicionaron 0.2 ml de glicerol y 3 ml de la suspension de nanoparticulas
de plata. La mezcla se mantuvo en agitacion y calentamiento a 85°C durante 10 minutos.

Como control para comparacion se prepararon las mismas suspensiones de mucilago o de nopal sin las
nanoparticulas de plata.

Para la formacion de las biopeliculas, todas las suspensiones se vaciaron a placas Petri ly se secaron a 40°C.

Se recuperaron las biopeliculas formadas y se les evalué el color utilizando un colorimetro (Linshang, Modelo:
L5171) y el grosor utilizando un Vernier digital.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Se utilizo E. coli para evaluar la actividad antimicrobiana de las biopeliculas. A partir de un cultivo de 24 h de
E. coli se preparé una concentracion de 1.5x108 UFC/ml de acuerdo con el tubo 0.5 de la escala McFarland.

Las biopeliculas fueron rehidratadas con 10 ml de etanol al 70% para después desprenderlas de la placa
Petri. Las biopeliculas recuperadas se transfirieron a placas Petri estériles y se colocaron bajo luz ultravioleta
por 20 minutos.

Las biopeliculas fueron inoculadas con 1 ml de la suspension de E. coli previamente preparada y se incubaron
a 37°C durante 24 horas.
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Las placas fueron retiradas de la incubadora, se afiadieron 10 ml de agua peptonada a cada una de las
placas, se colocaron en agitacién durante 10 minutos, se tomé 1 ml de la suspension de la placa y se diluyé
en 9 ml de agua peptonada, y asi sucesivamente realizando la técnica de dilucién seriada.

100 microlitros de las suspensiones diluidas se inocularon por extensién en placas de agar BHI las cuales
fueron incubadas durante 24 h a 37°C. Después de la incubacion se realizé el recuento de las colonias que
crecieron en las placas, el crecimiento se reporté6 como UFC/ml.

Resultados y discusion

Caracterizacion de las biopeliculas

Para evaluar el color de las biopeliculas, se utilizé el espacio de color L*a*b*, también conocido como CIELAB
(tabla 1). Al comparar las biopeliculas elaboradas con el mucilago con AgNPs (Condiciones A, B'y C) con el
control (mucilago sin AgNPs), se observa que las biopeliculas elaboradas con las condiciones Ay C son méas
oscuras ubicandose en el cuadrante verde y amarillo de la escala CIELAB comparado con el control. En la
condicion B, el resultado de Aa es positivo, lo que indica que esta condicion estd mas cargada hacia el
cuadrante rojo que el control. En el caso de la biopelicula de nopal con AgNPs comparado con su respectivo
control, también fue mas oscura que el control, ubicandose en el cuadrante rojo y amarillo. Por otro lado, se
observo que todas las condiciones tienden a ser méas luminosas, con excepcion de la condicidn D que tiende
a ser opaca. La tabla 1 presenta los valores de las diferencias entre las biopeliculas con AgNPs y sus
respectivos controles.

Tabla 1. Valores de las diferencias de los parametros de color entre las biopeliculas elaboradas a base de mucilago o
nopal adicionadas de AgNPs y sus respectivos controles.

AL Aa Ab AE AC
Control- -2.734 -1.0127 1.56 3.30 0.19
Condicién A
Control- -4.516 0.274 3.067 5.46 0.1
Condicién B
Control- -3.03 -0.153 1.574 341 0.09
Condicién C
Control- -3.05 0.27 1.17 3.27 -0.01
Condicién D

Como puede observarse, la presencia de nanoparticulas de plata oscurece las biopeliculas, provocando que
en todos los casos AL sea negativo. La solucidn oscura indica la presencia de AgNPs debido a la reduccion
de los iones de plata.

El grosor de las peliculas del control fue de 0.19 mm mientras que para las condiciones A, B y C fue de 0.10
mm, 0.40 mm y 0.18 mm respectivamente. Con lo cual podriamos deducir que la presencia de las
nanoparticulas de plata para las condiciones A y B, pueden influir en el grosor, mientras que en la condicién
C el grosor fue similar al del control por lo que posiblemente la urea juegue un papel en este comportamiento.

Efecto antimicrobiano de las biopeliculas con AgNPs

Para evaluar el efecto inhibitorio se utilizé un aislado clinico de E. coli. Como se puede observar en la tabla
2, las biopeliculas con AgNPs elaboradas a base de mucilago comparadas con el control, muestran una
reduccion en el nUmero de UFC excepto para la condicion A en la cual se presentd un incremento lo cual es
coincide con que es la condicion que menor cantidad de AgNPs contenia. La condicion B disminuy6 un
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logaritmo y en la condicién Cy D no hubo crecimiento. Por lo que estas Ultimas condiciones serian las elegidas
para la elaboracion de biopeliculas con efecto antibacteriano. Por otro lado, la biopelicula elaborada con
nopal deshidratado adicionada de AgNPs también inhibié el crecimiento microbiano, comparado con el
control, por lo que el nopal deshidratado también puede ser una alternativa para la elaboracién de las
biopeliculas. Es importante considerar que esta es una estrategia para elaborar materiales antibacterianos,
biodegradables, y amigables con el ambiente ya que no se utilizan materiales quimicos, la sintesis de las
AgNPs es bioldgica y por tanto no se generan residuos quimicos, por otro lado, las biopeliculas se degradan
facilmente sin generar residuos toxicos.

Tabla 2. Crecimiento microbiano (UFC/ml) observado en cada condicion.

Condicién UFC/mL
Mucilago 7.9 x 10M
Control

Mucilago 2.5x10"6
Condicién A

Mucilago 6 x 103
Condicién B

Mucilago NC
Condicién C

Nopal control 6.6 x 10"4
Nopal NC
Condicién D

Conclusiones

En este estudio, se evalud la efectividad antimicrobiana de biopeliculas de mucilago de nopal y nopal
deshidratado combinadas con nanoparticulas de plata (AgNPs) sintetizadas por Lactobacillus plantarum. Los
resultados mostraron que la presencia de AgNPs oscurece las biopeliculas y afecta su grosor. En cuanto a
la actividad antimicrobiana, las biopeliculas con AgNPs, especialmente las de la condicion C y el nopal
deshidratado (condicion D), demostraron una reduccion significativa en el crecimiento de E. coli. Estos
hallazgos sugieren que las biopeliculas con AgNPs tienen un gran potencial como materiales antibacterianos
biodegradables, ofreciendo una solucidn ecoldgica y sostenible para combatir infecciones bacterianas.
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