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RESUMEN

Se eligieron, con apoyo bibliografico, seis especies de macroalgas con abundancia
espacial en la bahia de Todos Santos, y que ademas pertenecieran a algun género que haya
sido estudiado como productor de compuestos bactericidas.

Las macroalgas elegidas, mas un blanco de disolvente (etanol al 90%), fueron
sometidos a tres procesos de extraccion (Soxhlet, agitacion y centrifugacion). El extracto
obtenido - fue sometido a destilacion a presion reducida hasta sequedad, para
posteriormente recuperar el solido con éter dietilico, este constituye la fraccion lipofilica.
El producto final de la extraccion fue almacenado a -20°C. _

Sobre cultivos de dos bacterias gram positivas (Staphylococcus epidermidis y
Bacillus subtilis), fueron colocados discos estériles de 7mm. de diametro impregnados
con 3 gotas del producto de cada extraccion (por octuplicado) e incubados a 35°C por 48

" horas. Pasado el tiempo de incubacion se tomaron lecturas de inhibicion sobre las bacterias
~con un vernier (con precision de 0.05mm.). Las lecturas obtenidas fueron transformadas
. mediante la ecuacion H = {(L-7) / 2}, para obtener la inhibicion real (H). Después de
efectuar una estadistica descriptiva, se obtuvieron las siguientes conclusiones: ‘

Bacillus subtillis no resultd un buen organismo de prueba en el bioensayo por
presentar lecturas altas de inhibicion en los blancos de disolvente, por lo que se descarto
del analisis de varianza no paramétrico y de la comparacion maltiple Tukey, con el fin de .
eliminar efectos negativos. Del anélisis' estadistico, se obtuvieron las siguientes
conclusiones. :

Existen suficientes evidencias estadisticas para considerar al método de extraccion
Soxhlet como el mas efectivo, seguido del método de agitacion, en tanto el método. de
centrifugacion se mostro poco efectivo. ‘ : :

De las algas utilizadas: Laurencia subopposita y Lamiraria dentigera
presentaron inhibicion significativa por los métodos Soxhlet y agitacion, Dictyota
flabellata y Codium fragile solo por extraccion Soxhlet. Sargassum nuticunt y Egregia

* laevigata no mostraron lecturas significativas. '



EVALUACION DE TRES METODOS DE EXTRACCION DE METABOLITOS
BACTERICIDAS A PARTIR DE SEIS ESPECIES DE MACROALGAS DE LA BAHIA
DE TODOS SANTOS

TIESIS
QUIE PRIESENTA
IDANIEL LOZANO MEDRANO

APROBAIDA POR

Directora de Tesis
M.C. Irma Esthela Soria Mercado

Y

npdal : Sifiodal '
M.C. tela Guerra Rivas M.C.Ana Marfa Iiiguez Martinez

[l



AGRADECIMIENTOS

A mi madre
Ma. Victoria Medrano Garceia

A la que fué mi segunda casa por mucho tiempo
Universidad Autonoma de Baja California

. Al iniciador de este proyecto (hoy realidad)
- M.C. Juan Antonio Fernandez Apango

A mi directora de tesis
M.C. Irma Esthela Soria Mercado

A mis sinodales
M.C. Graciela Guerra Rivas.
M.C. Ana Maria de Monserrat Iiiiguez Martinez.

A los miembros de Papeleria del Valle
' Ma. del Rosario Ramirez Garcia.
José Arturo Urias Gomez.
Jorge Alberto Acedo Rui:.
Isaac Frias Camacho.
Ignacio Santana Zamora.

A todos mis companeros, que no cito para evitarme omitir nombres.
A mis profesores, !! Cuanta paciencia !!
A mis hospederos ensenadenses.

iMil gracias!, sin ustedes, este trabajo no se habria realizado.



A MI MADRE
MA VICTORIA MEDRANO GARCIA,

' MI ESPOSA

MA DEL ROSARIO RAMIREZ GARCIA,
Y M HIJO

ADRIAN LOZANO RAMIREZ

nmLos Amor



INDICE

1. GENERALIDADES ................ SR ST S e
I.a.- INTRODUCCION............. e ——— S |
1.b.- ANTECEDENTES............cc......... e O e e TR 5
1.c.- HIPOTESIS Y OBIETIVOS......oooooiooiomoeeoeeeeeeieeeeeeee e 10
2.- METODOLOGIA............... .......................................... 1
2.a.- DESCRIPCION Y LOCALIZACION DEL AREA DE COLECTA.....
2.b.- COLECTA........cooccoovvee... Sk s g 13
2.c.- EXTRACCION............ enessssgseisessremsossads erertyansroosmoseregegeomsasegiis 500 14
2.c.ie EXTRACCION SOXHLET.......o.ooooooo oo 14
2.¢.ii.- AGITACION MECANICA..........c......... . - 15
2.C.ii.- CENTRIFUGACION..........oooovoeiermreeeeesieseeeesenseeseeieesnnennecin 17
_ 2.¢.iv.- BLANCOS.....ooooivoiomer SRS IS 17
2.die BIOENSAY Q. oo oot 19
" 2.d.i.- PREPARACION DE LOS MEDIOS............. SR 19
2.d.1i.- LECTURA .............................................................................. 19
2.6.- ESTADISTICA. ......vvioorrerrei e ST S 20
3.- RESULTADOS.............. e S 22
3.a.- DE LA ESTADISTICA.............. S 22
3 b.- DE LOS METODOS DE EXTRACCION..........coocovooiiirieeieianninn. 23
'3.¢.- DE LAS MACROALGAS. ......oncvosereveeneressssssssssssssssssessssssssssssssssssnnes 26
3.d.- DE LAS BACTERIAS......oooooovoooeeoeeeseies e S 28
o B THSCTIBTOIRES, . cosursecssssssuomssenescmsassassswresemsmesssmassansars o iS5 RS 55 29
4.2.- DELOS METODOS. .....oooccooeorersrsessiessess s oo 29
4.b.- DE LAS MACROALGAS........ooooivvioreeerieesrierereneean. R 33
5.~ CONCLUSIONES...... e e 39



6.« RECOMENDACIONES... ....oosvonse o0 c30 v s § s Pnpecsemsnvra s 0 1 w2 vy = aflns RTINS

7.- BIBLIOGRAFIA

8.~ ANEXOS ...

VII



Tabla I
Tabla 11
Tabla I11

Tabla IV

LISTA DE TABLAS

Promedio de lecturas de inhibicion en mm.sobre Staphylococcus
epidermidis por método de extraccion................................ SOOI

Lecturas de inhibicion en mm sobre Staphylococcus epidermidis para
todas las especies de macroalgas y por los 3 métodos de extraccion....

Lecturas de inhibicion promedio en mm sobre Sataphylococcus
epidermidis por extractos de macroalga y blanco de disolvente.. ...

Extractos con inhibicion significativa una vez aplica la prueba
TUKEY

VIII

24

24

27




LISTA DE FIGURAS

Figura'l  Localizacion del areadecolecta........................................

- Figura 2 Diagrama de bloques que muestra el proceso de extraccion por el
método Soxhlet '

Figura 3 Diagrama de bloques que muestra el proceso de extraccion por
Agitacion
Figura 4 Diagrama de bloques que muestra el proceso de extraccion por

Centrifugacion

Figura 5 - Diagrama de las lecturas de inhibicion, en donde L = Diametro de
inhibicion, 7° = Diametro del sensidisco y H = Inhibicion real
despues de aplicar la ecuacion H= (L -7) /2

Figura 6 Lecturas de inhibicion de crecimiento de Staphylococcus
epidermidis usando los extractos de las 6 macroalgas y el blanco
de disolvente ’



Anexo I

Anexo Il

Anexo III

Todos Santos

INDICE DE ANEXOS

* Descripcion de las macroalgas y su distribucion en la bahia de

Lecturas de inhibicion de crecimiento bacteriano, empleando

los diferentes

Resultados de las pruebas Estadisticas.............................

métodos de extraccion................cooeoeuen... .




1.- GENERALIDADES
L.a.- INTRODUCCION:

Gracias a estudios realizados en ecosistemas terrestres y recientemente en los
marinbs, se ha determinado la importancia que tienen en el ambiente algunos
compuestos quimicos con actividad biologica sintetizados por organismos (Andrew ef
- al., 1989). La funcion biologica de estos metabolitos es estudiada desde el siglo XIX
(Fenical, 1982), y generalmente se les atribuye el incrementar la supervivencia de los

organismos aumentando su competitividad en el medio frecuentemente hostil..

Su sintesis se ha vinculado con la competencia por nutrientes y/o por espacio
(alelopatia), disuacion quimica y/o para evitar la fauna incrustante (“antifouling”)

(Lodeiros et al., 1988; Uriz et al., 1992).

Paul y Fenical (1987) reportan que algunos de estos metabolitos son sintetizados

por algas marinas de acuerdo a diversos factores, tales como:

1.- La necesidad de inhibir el crecimiento de organismos patégenos o pioneros de la

sucesion poblacional como son: bacterias y hongos.



2.- La constante lucha contra los organismos incrustantes, como esporas de macroalgas,
larvas de invertebrados etc.
3.- Competencia interespecifica por espacio.

4 .- Disuacion quimica sobre herbivoros (micropastoreo y/o macropastoreo).

Desde hace tiempo es conocido, que un porcentaje importante de metabolitos de
los phyla Cnidaria, - Porifera y Mollusca provienen directa o indirectamente de
comunidades algales con las que viven en simbiosis y utilizan como parte de su dieta
(Martin y Darias, 1978). Como ejemplo, el coral Pleuxaura homomalia contiene
Prostaglandinas en 1.8% de peso seco, y existen evidencias para sefialar al acido
araquidonico, producido por la comunidad algal simbiotica, como el principal precursor

bioquimico (Barrow, 1983).

Otro ejemplo de relacion simbiotica es el de Laurencia pacifica, que produce
metabolitos que son utilizados por Aplysia californica como proteccion ante sus
depredadores. Esta interaccion se reafirma al observar que la larva veliger de Aplysia

californica no sufre metamorfosis hasta situarse sobre L. pacifica. (Munro el al.,

1987).

En la actualidad, se sabe que los metabolitos secundarios frecuentemente

cumplen un papel de mensajeros quimicos a los que se conoce como feromonas cuando



actiian entre ‘organismos de una misma especie y alomonas cuando actuan entre
organismos.de diferentes especies (Braeckman .y Daloze, 1983) y estudios reciente
sobre interacciones alelopaticas .y -aleloquimicas.en microorganismos marinos, reportan

actividad antibiotica de estos metabolitos (Targett y Word, 1991).

Se sospecha también; que la -mayor actividad antimicrobiana de los metabolitos
marinos con respecto a los terrestres radica en sus rutas de sintesis, debido a las
diferencias de presion,. temperatura y relaciones interespecificas de los organismos;
ademas, algunos compuestos con actividad biologica, son terpenos de alto peso
molecular y éstos son producidos principalmente por organismos marinos (Braeckman y

Daloze, 1983).

Un aspecto importante a considerar en los criterios de busqueda de metabolitos
bactericidas, es la variacion de constituyentes secundarios debido a factores ambientales
como son: sustrato, clima y flora asociada, que dificultan el analisis individual de

produccion de estos compuestos (Tyler e al., 1988).

En los diversos estudios, se han establecido una serie de modificaciones en los
cribados bactericidas y se ha encontrado que la efectividad de los mismos depende de: el
método de cultivo (cuando las condiciones de crecimiento del alga son controladas), el

método de extraccion utilizado, el pH del medio de cultivo durante el cribado y el



extracto obtenido, la temperatura de incubacion de la bacteria durante el bioensayo, el
volumen o cantidad de microorganismo inoculado, etc. (Rios er al., 1988). Por lo
anterior, la bisqueda de compuestos con actividad biologica se torna dificil y laboriosa

ademas de requerir un trabajo interdisciplinario entre los investigadores.

El enfoque ecoldgico, como son: la ausencia de epibiosis, distribucion
“homogénea o en parches y una aparente dominancia del organismo, disminuye la
aleatoriedad de la biisqueda y. parece ser una herramienta muy Util en la localizacion de

estos metabolitos.

Los diversos métodos de extraccion de. metabolitos activos utilizados por
. investigadores e instituciones varian de acuerdo con los objetivos planteados y la
disponibilidad de tiempo para la busqueda, y hasta el momento, se encuentran sin

evaluar las ventajas y desventajas en cada método.

“En el presente trabajo se pretende evaluar el método de extraccion mas efectivo,
. de acuerdo a las condiciones de infraestructura disponible y probar que las

especies de macroalgas seleccionadas, producen sustancias antimicrobianas.



1.b.- ANTECEDENTES:

El cribado bacteriologico, ha resultado una herramienta util para identificar y
posteriormente aislar las moléculas con actividad biologica producidas por organismos
marinos y que pueden ayudar al hombre en la solucion de problemas de salud aunque se

presentan variaciones en las diferentes metodologias y los disolventes empleados.

Existen algunas vias para detectar moléculas activas en organismos marinos
como son: la busqueda de toxicidad y -la realizacion de pruebas sistematicas de
antibiosis en extractos de organismos (Braeckman y Daloze, 1983). De éstas, la
segunda opcion ha sido utilizada por la mayoria de los investigadores con sus
respectivas variaciones de criterio, recursos -materiales y especies de organismos

sometidos al estudio.

Utilizando directamente el talo del alga para disminuir las fuentes variacion,
Hornsey y Hide (1974 y 1976b) trabajaron sobre cultivos de bacterias gram positivas y
encontraron que la actividad bactericida de las algas cribadas varia con respecto a la
estacion del afo, al periodo de crecimiento del alga y a la parte del talo utilizada. Los
factores de variacion son minimos, pero la difusion de los metabolitos del talo hacia el
medio de cultivo bacteriano no es optima. Ademas, la lectura corresponde sélo a una

parte del talo y no a la macroalga.




También se ha elaborado una pasta de ficofita con agua destilada, misma que se
utilizo directamente y se encontré que el 44% de las especies probadas inhiben el
crecimiento bacteriano, que la actividad varia de acuerdo con la estacion del afio y que
entre otras, Adestaca Laurencia obtusa que inhibe el crecimiento de bacterias gram

positivas y gram negativas (Burkholder ez al., 1961).

" Buscando emplear Gnicamente la fraccion activa, se ha utilizado el alga entera o
partes del talo para obtener extractos por inmersion en disolvente (metanol o etanol
principalmente) y se ha observado que se inhibe el crecimiento de bacterias gram
positivas y no se inhiben las gram negativas (Allen y Dawson, 1960) o que se restringe
en mayor medida el crecimiento de bacterias gram positivas con respecto a las gram
negativas u hongos, aunque algunos extractos se muestran fungicidas y bactericidas

(Pesando y Caram, 1984).

Para incrementar el poder de arrastre del disolvente se ha empleado la
centrifugacion como medio mecanico adicional en el proceso de extraccion, asi,
Olesen ef al., (1964) obtuvieron mayor efectividad de inhibicion con este método
utilizando agua o acetona como disolventes. Pero para incrementar la concentracion de
metabolitos en los extractos, se ha introducido la modalidad de homogenizar las
macroalgas con el disolvente a utilizar seguido de filtracion para eliminar los solidos
presentes y se ha determinado que las macroalgas presentan una variacion estacional en

1a produccion de antibioticos y cuatro patrones de conducta: actividad uniforme en todo



el afio, maxima actividad en invierno, maxima actividad en verano y/o maxima actividad
en primavera. De éstos, la inhibicion del crecimiento bacteriano es mayor cuando se
utilizan las especies colectadas en invierno probablemente por el bajo nivel de
carbohidratés presentes en las macroalgas durante este periodo donde la macroalga

disminuye su ritmo de crecimiento (Hornsey y Hide, 1976a).

La sofisticacion de los métodos de extraccion ha ido en aumento y se ha
combinado la homogenizacion, filtrado, centrifugacion y destilacion a presion reducida,
pero la actividad bactericida sigue siendo mas notable sobre bacterias gram positivas,
aunque se nota un mayor numero de algas feofitas activas (82%) con respecto a las
rodofitas (46%) y clorofitas (25%) (Lustigman y Brown, 1991). También se ha
encontrado que las especies con actividad fungicida (70%) superan a las especies
bactericidas ( 6% ) (Ballesteros ef al., 1992), y que ademas algunas rodofitas son

toxicas para peces (Targett y Mitsui, 1979).

En las costas de Michoacan De Lara-Isassi ef al, (1989) han iniciado la
busqueda de metabolitos bactericidas bajo las mismas condiciones de extraccion
(homogenizado, filtrado, centrifugado y destilacion a presion reducida) y utilizando dos
extractos, acuoso y etanolico sobre una bacteria gram positiva (Staphylococcus aureus)
y una gram negativa (Shigella sonni), encontraron que diez de dieciséis algas

estudiadas, mostraron actividad sobre S. aureus, cinco sobre S. sonni y cinco sobre



ambas; nueve de los extractos acuosos mostraron actividad bactericida; entanto, los

extractos etanolicos activos, fueron solamente cinco.

En la Bahia de Todos Santos, las condiciones fisicas y geologicas han originado
una rica variedad de especies animales y vegetales (de las cuales algunas pertenecen a
géneros mencionadas en literatura como productores de sustancias con actividad
bioldgica); sin embargo, las investigaciones en este campo no son muy abundantes: la
mayoria se han centrado en la produccion de macroalgas o fitoplancton, y en la
produccion asi como extraccion de agentes aglutinantes como son: agar, carragenanos

y alginatos.

En la actualidad sc').lo se cuenta con pocos estudios en la region sobre
macroalgas como productoras de sustancias con actividad biologica: Sargassum
muticum como productor de sargasterol, sustancia hipocolesterolémica (Gonzalez-
Trejo, 1990), o como fertilizante en chicharo (Barreto-Estrada, 1994), y FEgregia
menziensii en su utilizacion como fertilizante en horticultura (Daniel-Harrel, 1987),

pero ninguna toma el enfoque ecologico que implica la sintesis de éstas sustancias.

Gonzalez-Lopez (1979), realizo un estudio. de ficoflora litoral en 16 estaciones
de la bahia de Todos Santos y encontrd que en la estacion denominada Villa de las
Rosas se hallan presentes 41 especies y solo es superada en diversidad por Punta China

con 43. Ademas, reporta que Macrocystis pyrifera, kgregia laevigata, Codium fragile,



Pelagophycus porra y Cysloseira osmundacea son las especies mas abundantes en la
Bahia. De los géneros mencionados por Gonzalez-Lopez, son reportados como
sintetizadores de metabolitos con actividad biolégica: Codium (Ballesteros ef al., 1992;
Lustigman y. Brown, 1991; Hornsey y Hide, 1974,1976a y 1976b), Dyctiota (Pesando y
Caram, 1984; Allen y Dawson, 1960; Munro ef al., 1987, Konig y Wright, 1994,
Tringalli ef al., 1984 y 1985), Laurencia (Ballesteros et al., 1992; Caccamese e/ al.,
1980; Hornsey y Hide, 1974,1976a y 1976b; Lustigman y Brown, 1991; Kamat e/ al.,
1992; Burkholder ef al., 1961; Olesen et al., 1964; Target y Mitsui, 1979; Uriz ef al.,
1991; Pesando y Caram, 1984; Welch, 1962; Munro e al., 1987), Ulva (Baslow,1977),
Enteromorpha (Starr et al., 1962; Starr y Kajima citados por Baslow, 1977),
Sargassum (Ehresmann et al., 1977, Gonzalez-Trejo, 1990; Barreto-Estrada, 1994;

Ballesteros ef al., 1992; Padimi ef al., 1987), Porphyra (Munro et al., 1987), y mas.

Cabe mencionar que algunas especies no han sido ni descartadas ni declaradas
como productoras de sustancias con bactericidas, atribuible a la falta de estudios sobre

las mismas.



1.c.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

HIPOTESIS:

No existe diferencia de efectividad entre los. métodos de extraccion de

metabolitos secundarios con efectos bactericidas.
Algunas macroalgas de la Bahia de Todos Santos, que presentan abundancia

espacial, poseen metabolitos con propiedades bactericidas.

OBJETIVOS:

1.- Cornparar tres diferentes métodos de extraccion de metabolitos bactericidas
provenientes de seis macroalgas marinas (Codium fragile, Dictyota Sflabellata, Egregia
laevigata, Laminaria dentigera, Laurencia subopposita 'y Sargassum muticunt)

2.- Evaluar la actividad bactericida en la fraccion lipofilica de extractos

etanolicos, obtenidos a partir de seis especies de macroalgas.

10



2.- METODOLOGIA
2.a.- DESCRIPCION Y LOCALIZACION DEL AREA DE COLECTA.

La Bahia de Todos Santos, se localiza en el extremo Noroeste de la peninsula de
- Baja California (México), entre los 31°43” y 31°54’ Latitud Norte y entre los 116°36” y
‘l 16°49’ Longitud Oeste (Fig. 1). Se encuentra limitada al norte por Punta San Miguel,
al sur por Punta Banda, al este por la playa que va desde la rada portuaria hasta la boca
" del Estero de Punta Banda y al oeste por las islas de Todos Santos (Secretaria de
Marina, 1974).

El area de colecta se localizd en la costa norte de la Bahia de Todos Santos,
aproximadamente un kilometro al sur del hotel “Las Rosas”. Esta formada por roca
ignea, principalmente basalto y andesita (Secretaria de Marina, 1974), casi sin
pendiente, semiexpuesta a la accion del oleaje. En su mayoria presenta pastos marinos
* ylo algas rojas carbonatadas (Coralina, Lithothamnium). Se eligioé la presente area por
presentar mayor abundancia y diversidad de algas (rojas, cafés y verdes), y por
presentar las condiciones geologicas idoneas para el crecimiento de las ficofitas

(Gonzalez-Lopez, 1979).

11
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FIG. 1. LOCALIZACION DEL AREA DE COLECTA
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2.b.- COLECTA:

Las especies de macroalgas seleccionadas fueron aquellas que presentaron
mayor abundancia espacial (Gonzalez-Lopez, 1979), ademas de cubrir los siguientes

criterios:

** Pertenecer a géneros utilizados en estudios anteriores (por referencias
bib]iogréﬁcas).
** Nula o poca presencia de simbiontes sobre los organismos a colectar.
** Notable dominancia del organismo sobre la comunidad, observada como
homogeneidad de especies en un nicho o distribucion en parches (al menos

durante la colecta).

Una vez seleccionados los organismos, se procedio a la colecta durante los dias

22, 23 y 24 de noviembre de 1995. Las especies colectadas fueron:
Codium fragile (Chlorophyta) Laminaria dentigera (Phaeophyta)

Dictyota flabellata (Phaeophyta)  Laurencia subopposita (Rhodophyta)

Lgregia laevigata (Phaeophyta) Sargassum muticum (Phaeophyta)

13




Los especimenes colectados ( Anexo I ) fueron transportados humedos (en bolsa
de plastico), y una vez en laborator o; se limpiaron de arena y organismos extranos a las
mismas, las algas frescas fueron almacenadas a -20°C hasta que fueron sometidas a la
extraccion cAorrespondiente. De cada especie se conservo una muestra en etanol para ser

identificada.

2.c.- EXTRACCION:

Las macroalgas fueron descongeladas y lavadas con agua destilada,
posteriormente se sometieron a extraccion por tres métodos diferentes: extraccion
Soxhlet, agitacion mecanica y centrifugacion, para todos los métodos se trabajo con

proporcionés de 10 ml de disolvente por cada gramo de macroalga.

2.c.i.- EXTRACCION SOXHLET

10 g de macroalga fueron pesados en wuna balanza electronica con
precision de +0.001 g y encapsulados en un cartucho de papel filtro (Whatman #1)

que siempre fue manipulado con pinzas de diseccion estériles.

Cada cartucho elaborado fue colocado en un extractor Soxhlet con 100 ml de

etanol al 90% hasta lograr una extraccion exhaustiva.

14



Los extractos obtenidos de cada macroalga fueron tratados por destilacion a
presion reducida hasta sequedad cuidando que la temperatura no excediera los 35°C, el
residuo solido del matraz, fue recuperado con 2ml de éter dietilico (fig. 2), etiquetado
como “Soxhlet fraccion lipofilica” y conservado a temperatura de -20°C (Hashimoto,

1979).

2.c.ii.- AGITACION MECANICA

10 g de macroalga fueron pesados en una balanza electronica con
precision de + 0.001 g y cortados en fragmentos pequefios de aproximadamente 2 mm

con pinzas de diseccion y bisturi estériles.

La macroalga se coloco en un vaso de precipitado con 100 ml de etanol
al 90% y un magneto de 1 pulgada de largo, posteriormente se sometio a agitacion
continua por un periodo de 30 minutos a temperatura ambiente. Los extractos
obtenidos de cada macroalga fueron concentrados de inmediato por destilacion a
presion reducida hasta sequedad cuidando que la temperatura no sobrepasara los 35°C,
" el residuo solido del matraz fue recuperado con 2 ml de éter dietilico (fig. 3),
etiquetado como “agitacion fraccion lipofilica” y almacenado a  -20°C (Hashimoto,

1979).

15
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: Eolocar en vaso de precipitado ’

A 4

(7 Agregar 100ml de etanol y fnégneto de 1 pulgada ’
{

v .

L Agitar por 30 minutos ]

Concentrar por destilacion a presion reducida |

y

[ Recuperar el residuo con 2ml de éter dietilico

Figura 3. Diagrama de bloques que muestra el proceso de
extraccion por Agitacion
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© 2.c.iii.- CENTRIFUGACION

2 g de macroalga fueron pesados en una balanza electronica con precision de
+ 0.001 g y cortados en fragmentos pequefios de 2 mm con pinzas de diseccion y

bisturi éstériles.

La macroalga -se coloco en partes iguales en dos tubos de centrifuga de plastico
de 15 ml. con 10 ml de etanol al 90% y se someti6 a centrifugacion a 3500 rpm x 15
-min (Rjnehért et al., 1983) y (De Lara et al., 1989). Los extractos obtenidos de cada
macroalga fueron tratados de inmediato por destilacion a presion reducida hasta
sequedad cuidando que la temperatura no sobrepasaré los 35°C, el solido resultante en
el matraz fue recuperado -con 2 ml de éter dietilico (fig. 4), etiquetado como

“centrifugaci()nVfraccién lipofilica” y almacenado a -20°C (Hashimoto, 1979).
2.c.iv.- BLANCOS:
Para la elaboracion de blancos de disolvente, se procedio como en cada método

‘de extraccion ( Soxhlet; agitacion y centrifugacion), pero utilizando inicamente etanol

al 90% sin macroalga.
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Macroalga

2¢.

<

~rColocar en tubo para centrifuga ]

[ Agregar 10 ml. de etanol (por duplicado)J

[ Centrifugar a 3500 rpm por 15 minutos ]

: [ Concentrar por destilacion a presion reducida |

[Recuperar el residuo con 2 ml de éter diett’lz’coJ

Figura 4. Digrama de bloques que muestra el proceso de extraccion por Centrifugacion
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2.d.- BIOENSAYO:
2.d.i.- PREPARACION DE LOS MEDIOS:

En una atmosfera estéril y sobre medio de cultivo solido (agar nutritivo)
estéril (120°C/ 15 psi / 30min) se sembro Staphylococcus epidermidis o Bacillus
subtilis con asa de inoculacion mediante la técnica de estrias. Una vez sembrado el
microorganismo, se colocaron discos de 7 mm. de diametro impregnados con 3 gotas de
cada extracto por octuplicado-y se numeraron en sentido de las manecillas del reloj en
cada caja petri, una vez terminada la siembra y colocacion de sensidiscos, se procedio a

incubar los microorganismos sin luz, a temperatura controlada de 35°C, durante 48 hrs.
2.d.ii.- LECTURA:

- Transcurridas las 48 hrs. de incubacion, se procedio a tomar la lectura
del halo de inhibicion (diametro) en mm con ayuda de un Vernier con precision de
+ 0.05 mm. y para contar con lecturas utiles para el proceso estadistico y lograr una
correcta interpretacion de los resultados, se procedio a transformar las lecturas del

diametro de inhibicion mediante la siguiente ecuacion:

H=L-7
2
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En donde L, representa el diametro del halo de inhibicion, la constante 7, el
diametro del sensidisco y la division entre 2, es para obtener la distancia desde el borde

del sensidisco y la linea del halo de inhibicion (H) ( Figura 5).

2.e.- ESTADISTICA:

Sobre las lecturas de inhibicion (obtenidas mediante la ecuacion antes descrita)
se realizo una prueba de normalidad de Karl Pearson (Zar, 1984), seguida de un analisis
de varianza multifactorial  (ANOVA) no-paramétrica de Kruskal-Wallis  (Siegel,
1986: Zar, 1984; Sokol y Rohlf, 1979) para verificar y comparar la efectividad de las
metodologias de extraccion utilizadas, asi como el poder bactericida de los extractos

algales obtenidos por los diferentes procesos.

Posteriormente, fueron sometidos a una comparacion multiple mediante la
prueba de Tukey (Zar, 1984), para comparar las lecturas por método de extraccion para
~ evaluar su efectividad relativa, las lecturas por especie de macroalga, para verificar la
diferencia de inhibicion de crecimiento baceriano que provocan sus extractos en los
bioensayos realizados, y finalmente las lecturas por macroalga y método de extraccion
para identificar a las que provocan inhibicion- estadisticamente diferente del blanco de

disolvente (inhibicion significativa).
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Tmm

Fig. 5. Diagrama de las lecturas de inhibicion, en donde L = didmetro de inhibicion,
7 mm = diametro del sensidisco y H = inhibicion real después de aplicar
la ecuacion H=(L-7)/2. -
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3.- RESULTADOS:

3.a.- DE LA ESTADISTICA

Las lecturas obtenidas de los bioensayos (anexo II), fueron sometidas a una
prueba de normalidad (Karl Pearson, anexo I1I) y'se determind que mostraban  un

comportamiento no normal (ji2 = 783.481, ji%«w = 27.587, P <0.05).

Con apoyo en los resultados de la prueba de normalidad y tomando en cuenta
que los organismos utilizados (las macroalgas) provienen de diferentes poblaciones, se
realizd un analisis de varianza multifactorial (ANOVA) no paramétrico de Kruskal

Wallis (anexo III), cuyos resultados se describen posteriormente.

Como una forma de reforzar los resultados del ANOVA, con la comparacion
- multiple Tukey, se logré determinar con mayor exactitud la diferencia estadistica de
efectividad entre los métodos de extraccion, la diferencia de inhibicion provocada por
los extractos obtenidos a partir de algunas macroalgas y la diferencia de las lecturas de
inhibicion por cada extracto (anexo III). Los datos especificos se detallan en los

siguientes apartados.
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3.b.- DE LOS METODOS DE EXTRACCION:

La estadistica descriptiva indica que los valores (promedio) mas altos de
inhibicion se presentan con mayor incidencia en los extractos obtenidos por el sistema

Soxhlet (Tablas 1 y 11, figura 6).

Por sistema Soxhlet las lecturas de inhibicion mas altas las presentaron los
extractos obtenidos de: Codium fragile (3.628 mm) y Laurencia subopposila
(2.381 mm); por agitacion, -Laurencia subopposita (3.459 mm) y por centrifugacion

Dictyota flabellata (1.316 mm) (Tabla II).

Al considerar solo el método de extraccion como variante, el ANOVA no-
paramétrico (anexo III) indico que existen evidencias suficientes para considerar por lo
menos a alguna de las metodologias como la mas efectiva ( H = 6.24,

ji%an = 5.991, P<0.05).

La comparacion multiple Tukey (anexo III), de las lecturas de inhibicion indica

que los métodos no presentan suficiente evidencia estadistica para considerarse como
diferentes entre si, ya sea Agitacion-Soxhlet (q = 122, (i) = 5.144,
P < 0.05), Agitacion-Centrifugacion (q = 3.47, Qi) = 5.144, P < 0.05) y auin

Soxhlet-Centrifugacion (q=2.25, qerit) = 5.144, P < 0.05).
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Tabla I. Promedio de lecturas de inhibicion en mm.sobre Staphylococcus epidermidis
por método de extraccion

LECTURA
METODO DE EXTRACCION n S
SOXHLET : 1.355 1.692
AGITACION 0.948 1.239
CENTRIFUGACION 0.287 0.558

w: valor promedio (mm) de 56 lecturas
s: desviacion estandar

Tabla II. Lecturas de inhibicion en mm sobre Staphylococcus epidermidis para
todas las especies de macroalgas y por los 3 métodos de extraccion

“METODO DE EXTRACCION

Soxhlet Agitacion Centrifugacion
Especie cribada n S n S n S

Laurencia subopposita 2.381 1.701 3.459 0.610 0.147 0.322
Laminaria dentigera 1.816 1.431 1.563 0.480 0.469 0.083
Dictyota flabellata 1.631 1.066 0.631 0.789 1.316 0.822
Codium fragile 3.628 1.445 0.025 0.000 0.009 0.012
|Egregia laevigata 0.025 | 0.000 0.591 0.597 0.025 0.000
Sargassum muticum 0.006 0.011 0.347 0.428 0.022 | 0.008
Blanco 0.000 0.000 0.022 0.008 0.025 0.000

u: valor promedio (mm) de 8 lecturas
s: desviacion estandar
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Figura 6. Lecturas de inhibicion de crecimiento de Staphylococcus — epidermicls

usando los extractos de las seis macroalgas y el blanco de disolvente.
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3.c.- DE LAS MACROALGAS

La estadistica descriptiva (tablas 11 y 111, figura 6) indica que los promedios de
inhibicion por macroalga se muestran mayores cuando éstas son sometidas a extraccion
por sistema Soxhlet, v.g. Codium fragile, Dyctiota flabellata, Laurencia subopposita y

Laminaria dentigera.

Al considerar como variable solo la especie de macroalga utilizada en el cribado,
las lecturas fueron catalogadas como estadisticamente diferentes ( H = 55.54,

jiZeny = 12.592, P <0.05) por el ANOVA no paramétrico.

Si las variantes son Méfodo de extraccion-Macroalga, el mismo estadistico
determina qué existen diferencias significativas (H =48.07, ji%wy =21.026, P <0.05)

entre las lecturas de inhibicion.

Al realizar la comparacion multiple Tukey con los extractos y su respectivo
blanco de disolvente, se determindé que los obtenidos de Laurencia subopposila,
Laminaria dentigera, Dictyota flabellata y Codium frdgile por el método Soxhlet,
difieren significativamente de su blanco, al igual que los extractos de Laurencia
subopposita y Laminaria dentigera, obtenidos por agitacion, pero por centrifugacion,
ningin extracto de ninguna macroalga mostro diferencia significativa ( Tabla IV,

Anexo lfI ).

26



Tabla I1I. Lecturas de inhibicion en mm sobre Staphylococcus epidermidis por extracto
* de macroalga y blanco de disolvente

Especie cribada Tl S
Laurencia subopposita 1.996 1.739
Laminaria dentigera 1.283 1.050
Codium fragile 1.221 1.890
Dictyota flabellata 1.193 0.993
Fgregia laevigala 0.214 0.436
Sargassum muticum 0.125 0.293
Blanco 0.016 0.012

u: valor promedio (mm) de 24 lecturas
s: desviacion estandar

Tabla IV. Extractos con inhibicion significativa una vez aplicada la prueba

TUKEY
METODO DE EXTRACCION
Especie cribada Soxhlet Agitacion Centrifugacion
Laurencia subopposita + + -
Laminaria dentigera + + .
Dictyota flabellala + - .
| Codium fragile + . -
Lgregia laevigala - - -
Sargassum muticum - - -
Blanco - - -

* - Estadisticamente diferentes del blanco

+ : Si presenta inhibicion significativa

-+ No presenta inhibicion significativa
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3.d.- DE LAS BACTERIAS:

- Las bacterias utilizadas en el presente trabajo (Staphylococcus epidermidis 'y
Bacillus .s-ubli/is), mostraron diferentes patrones de inhibicion ante los extractos
probados; B.subtilis presenté una lectura de inhibicion cero y ninguna considerada
como incipiente (< 0.025mm). Ademas, las lecturas del blanco de disolvente siempre
fueron mayores de cero, incluso de mayor magnitud con respecto a las lecturas
consideradas como traza (0.025' mm),- razon por la cual se considerd fuera del analisis

estadistico.
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4.- DISCUSION
4.a.- DE LOS METODOS

Comparando las lecturas por método de extraccion, el método Soxhlet mostro
mayores evidencias de efectividad al presentar el mayor numero de lecturas con valores
altos de inhibicion (Tabla I) y estadisticamente significativas (Tabla IV); sin embargo, la
comparacion multiple Tukey indico que las lecturas no muestran diferencias
significativas (Anexo III), tal vez por la mayor exactitud del analisis para detectar el
efecto de las lecturas de inhibicion (no significativas) presentadas por algunos extractos,
ademas el analisis de varianza mostr6 valores muy similares entre el observado y el

esperado ( H =6.24, ji*=5.991, P <0.05) (Anexo III).

En la mayoria de los estudios realizados hasta la fecha (Ballesteros ef al., 1992;
Burkholder ez al., 1961; Caccamese ef al., 1980; De Lara-Isassi e/ al., 1989), se reporta
un nimero notable de especies marinas cuyos extractos muestran actividad bactericida
(sobre bacterias gram positivas), no obstante las diferencias de metodologia, ademas,
reportan que uno de los factores que influyen en la extraccion de metabolitos con
actividad biologica es la temperatura (Paul y Fenical, 1987), debido a la naturaleza de

los mismos, pueden ser proteinas (Pushkar, 1981), acidos grasos (Padimi, 1987),
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bromofenoles (Craige y Gruening, 1967) o Terpenoides (Paul y Fenical, 1987, Konig y
Wright, 1994; Tringali eral, 1984 y 1985); compuestos que se desnaturalizan con
facilidad o reacccionan quimicamente en presencia de calor. El efecto que produjo el
calor en el poder bactericida de los extractos en el presente trabajo, parece ser
favorable, probablemente por la naturaleza de las macroalgas, ya que las lecturas de
inhibicion de crecimiento bacteriano producido por los extractos, mostraron diferencias

significativas atn cuando se obtuvieron de la misma especie de macroalga (Anexo III).

La extraccion por agitacion, que fue el proceso menos drastico, presento dos
lecturas de inhibicion bacteriana estadisticamente significativas (Tabla 1V), y al parecer,
esta 2 técnica no influy6 en la naturaleza de los metabolitos obtenidos, como lo hizo el
método Soxhlet, debido a que las lecturas de inhibicion de los extractos obtenidos por

los diferentes métodos, no difieren significativamente (Anexo III).

Pesando y Caram (1984), reportan que Dictyota linearis y D. fasciola producen
metabolitos fungicidas pero no bactericidas, mientras Laurencia obtusa si presenta
metabolitos fungicidas y bactericidas. Kamat e/ al. (1992) encontraron que Codium
e/oﬁgalmn, Dictyota bdr/ayresiana, Laurencia myriocystum, Laurencia wightii y L.
papillosa son especies productoras de metabolitos bactericidas. Por lo anterior, se
puede deducir que, perfeccionando el método de agitacion (variacion en el tiempo de

extraccion, por ejemplo), este puede ser tan efectivo como el método Soxhlet o tal vez
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ya lo sea, y las diferencias en las lecturas de inhibicion de los extractos de Codium
fragile y Dictyota flabellata, cuando son sometidas a centrifugacion y extraccion
Soxhlet, sean producto de las diferencias en la naturaleza de las macroalgas y no de la

efectividad de los métodos.

Por centrifugacion, se excluyo la temperatura en el proceso y se disminuyo el
tiempo de extraccion; por lo tanto, se disminu&é la posibilidad de transformacion
quimica de los compuestos con actividad biologica; ademas, al excluir el homogenizado
y provocar una fuerza centrifuga relativa suficiente (~1500 G) se eliminan células y
organelos celulares en el sobrenadante (Williams y Wilson, 1981; Lehninger, 1989),. por
lo que se obtienen extractos con compuestos quimicos intracelulares en mayor cantidad
‘que en el rﬁétodo de agitacion: lo que pudo ser un factor importante que determinara
una mayor variedad de compuestos quimicos en los extractos; pero el proceso fue
menos drastico que en el método Soxhlet: lo que disminuyé el poder de extraccion de
compuestos quimicos, y redujo la concentracion de metabolitos con actividad
bactericida en los extractos. Por los factores antes mencionados, se puede justificar la
ausencia de lecturas con inhibicion significativa en el bioensayo cuando se utilizaron los

extractos que se obtuvieron por centrifugacion.

Olesen er al., (1964), obtuvieron extractos con diferentes disolventes, los

probaron sobre varias especies de bacterias, y reportan que Laurencia obtusa y
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Dictyota indica presentan mayor actividad bactericida por extracto y por bacteria en

comparacion con otras especies de macroalga utilizadas en su trabajo.

Ballesteros ef al., (1992) reportan un método de extraccion similar, con la
variante de homogenizar las muestras de macroalga antes de centrifugar vy
encontraron que los extractos de Laurencia microcladia, L. pelagosae, Dictyota
dichotoma, Sargassum horschuchil, Codium bursa y C. vermilara contienen
metabolitos fungicidas pero no bactericidas, resultados que parecen revelar una
deficiencia en el proceso de extraccion o la disminucion en la concentracion de

metabolitos al destruir las células y mezclar los productos quimicos internos y externos.

En el presente trabajo, ninguno de los extractos obtenidos de las especies del
género Laurencia, Dictyota, Sargassum o Codium por el método de centrifugacion
presento lecturas con inhibicion significativa (Tabla IV, Anexo III), lo que podria
indicar que el método es poco efectivo para extraer metabolitos bactericidas o que la

temporada de colecta no fue la adecuada para estas especies.
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4.b.- DE LAS MACROALGAS:

Cuando se analizaron las lecturas de inhibicion por macroalga, el ANOVA
mostro que existen diferencias altamente significativas ( H = 55.54, ji* = 12.592,
P < 0.05); en tanto, la comparacion multiple Tukey reveld6 un nimero importante de
especies cuyos extractos presentaron diferencias significativas, v:.gr. Laurencia
subopposita y Egregia laevigata (q=4.53, q«=4.17, P <0.05), Laurencia
subopposita y Sargassum muticum (@ = 6.33, qe«ie = 4.17, P < 0.05), Laminaria
dentigera y Egregia laevigata (q = 4.48, quiv = 4.17, P <0.05), Laminaria dentigera y
Sargassum muticum (q = 6.78, qeie = 4.17, P <0.05), Dictyota flabellata y Sargassum
muticum (q = 5.51, qe. = 4.17, P <0.05), lo que puede ser indicio de una clasificacion:
L. subopposita, L. dentigera y D. flabellata como especies productoras de metabolitos
bactericidas; Sargassum muticum y Egregia laevigata como especies no productoras
de metabolitos bactericidas. Ademas C. fragile, E. laevigata y S. muticum, no
mostraron extractos con lecturas-estadisticamente significativas con respecto al blanco

de disolvente (Anexo III).

Al combinar las variables macroalga-método de extraccion, las lecturas
obtenidas de cada extracto presentaron diferencias significativas (H = 48.07,
ji’ =21.026, P <0.05), pero el efecto logrado por cada metodologia, parece depender

en mayor medida del tipo de macroalga sometido al proceso correspondiente
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(H = 55.54, jiz = 12.592, P < 0.05), mas que al método de extraccion utilizado
(H =624, jiz#=15.991, P <0.05), dadas las variaciones en el grado de significancia
(Anexo III); ademas, la comparacion multiple Tukey fortalece esta afirmacion al no
mostrar diferencias significativas entre las lecturas por método de extraccion, en tanto

las lecturas por extracto y por macroalga si muestran diferencias (Anexo 111).

Laurencia subopposita, como Gnica Rhodophyta utilizada en los bioensayos, y
Laminaria dentigera, una de las feofitas, parecen ser las especies idoneas para ser
consideradas en estudios posteriores al presentar el mayor nimero de extractos cuyas
lecturas de inhibicion fueron significativas, unicamente no mostraron significancia los

extractos obtenidos por centrifugacion.

En la informacion disponible, no existen datos sobre cuantificacion de los
diferentes compuestos presentes en las macroalgas del género Laurencia (Ballesteros er
al., 1992; Caccamese ef al., 1980; Hornsey y Hide, 1976 y 1974; Lustigman y Brown,
1991: Kamat ef al., 1992; Burkholder ef al., 1961; Olesen et al., 1964; Target y
Mitsui, 1979;. Uriz ef al., 1991; Pesando y Caram, 1984; Welch, 1961). Laurencia
subopposita es una especie que tiene una forma de crecimiento muy peculiar; no
presenta 6rgano de fijacion y habitualmente se encuentra adherida a otras algas o pastos
marinos (Abbott y Hollenberg, 1976), por lo que es probable que necesite producir gran

cantidad de metabolitos con actividad biologica para evitar el rechazo de sus
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hospederos o que éstos permitan a Laurencia vivir en simbiosis con ellos solo por la

capacidad que tiene de producir este tipo de metabolitos.

Lanﬁnaria dentigera comunmente se distribuye en parches, en zonas de nivel
bajo de marea, casi siempre cubierta por agua y expuesta a la energia del oleaje aunque
ocasionalmente queda protegida por abundar en zonas relativamente profundas, su talo
es moderadamente fibroso y se asocia con Egregia (Abbott y Hollenberg, 1976), que
presentd muy poca actividad en el presente trabajo y Macrocystis, no reportada como
productora de compuestos con actividad biologica. Esta asociacion probablemente

tenga un trasfondo simbidtico entre las tres especies: Laminaria, Egregia'y Macrocystis

Por su parte, Codium fragile mostr6 una notable inhibicion por extraccion
Soxhlét; no obstante, no presentd inhibicion por los demas métodos, €sto tal vez
atribuible a la naturaleza de los metabolitos y/o la estacion del afio, ya que, de acuerdo
con Hornsey y Hide (1976a), esta macroalga presenta mayor actividad bactericida en
primavera y menor en el periodo otofio-invierno, ademas, Lustigman y Brown (1991)
encontraron que presento inhibicion sobre Staphylococcus epidermidis y la colecta la
realizaron entre marzo y septiembre. Otras especies de Codium que han sido estudiadas
son: C.bursa y C.vermilara, que presentan solo metabolitos con propiedades fungicidas
(Ballesteros ef al., 1992), y C.efosum probada sin éxito como productora de

metabolitos bactericidas (Caccamese e/ al., 1980).
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Dictyota- flabellata inhibi6 el crecimiento de Staphylococcus epidermidis
significativamente (q = 6.257, quic = 4.17, OP < 0.05), solo cuando fue sometida a
extraccion Soxhlet, y aunque muestra un alto promedio de inhibicion al someterse a
centrifugacion, no es estadisticamente significativa, probablemente por la poca

efectividad del método o la naturaleza de la macroalga.

Hornsey y Hide (1976a), analizaron varias muestras con variacion estacional y
encontraron que Dictyota dichofoma mostrd inhibicion significativa cuando la colecta se
realizo en verano, y Ballesteros e/ al., (1992), que trabajaron con la misma especie,
encontraron que presenta propiedades fungicidas. Olesen er al., (1964) reportan que
50% de los extractos obtenidos-de Dictyota indica inhibieron el crecimiento de
Staphylococcus aureus, lo que puede indicar que la temporada de colecta no fue la
‘indicada para especie de macroalga con referencia al efecto buscado o tal vez Dictyota
no produce metabolitos bactericidas y el efectp de la temperatura o la centrifugacion

modifico los compuestos quimicos existentes.

Dictyota se distribuye en parches y abunda en zonas del nivel medio de marea
donde ocasionalmente queda expuesta al bajar la marea y regularmente queda protegida
de la energia del oleaje, dando lugar a la posibilidad de invasion por parte de

bmicroorganismos y por tgl motivo, le es necesaria la fabricacion de compuestos con

actividad biologica; entonces, la inhibicion poco significativa mostrada por los extractos
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de Dictyota puede ser atribuida a la estacion del afio, al microorganismo usado en el

bioensayo o a la metodologia.

Los extractos de Egregia laevigata no mostraron lecturas con inhibicion
significativa sobre el crecimiento bacteriano, lo que puede indicar que los metabolitos
presentes en el alga no se encuentran en cantidades considerableso los métodos de
extraccion utilizados no son los indicados para esta especie, aunque cabe hacer notar el
habitat de esta macroalga; ya que crece y se desarrolla en zonas con oleaje de alta
energia y por lo tanto presenta un talo fibroso y resistente que como lo indican Uriz ef

~al., (1992), puede suplir a las defensas quimicas de la misma.

Sargassum muticum,-que en numerosas ocasiones se asocia con otras especies
como Laurencia subopposita (Aguilar-Rosas y Machado-Galindo, 1990), fue la Unica
especie que no presenté inhibicion significativa, probablemente porque los metabolitos
que presenta, muestran alguna actividad que no es bactericida; S.hornschuchii fue
probado con éxito como fungicida (Ballesteros e7 al., 1992) aunque habitualmente se
encuentra con epibiosis (Uriz, 1991), por lo tanto es probable que los organismos
simbiontes protejen quimicamente a la macroalga. Otras especies probadas como
bacteriricidas son: Sargassum cymosum, que no presenta actividad (Hodgson 1984) y S.
Jjohnstonii, que presenta actividad en dos fracciones, saponificable e insaponificable,

~ aunque presenta actividad en ambas, ésta es mayor en la primera que en la segunda
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(Padimi er al., 1987). Ademas, esta especie presenta un talo excesivamente fibroso y se
ha determinado que solamente la region apical o zonas joenes del alga son
responsables de la produccion de antibioticos (Hayward, 1980, citado por Aguilar-
Rosas y Machado-Galindo, 1990); en el presente trabajo, se utilizaron diferentes partes
del talo, factor que pudo influir en la disminucion de la cantidad de metabolitos con

actividad bactericida.
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5.- CONCLUSIONES:

A).-

B).-

Q).

D).-

E).-

El método de extraccion Soxhlet presentd evidencias de ser el mas
efectivo con respecto a los demas métodos

El método de Centrifugacion es el método menos efectivo en la extraccion

-de metabolitos bactericidas.

Laurencia subopposita y Laminaria dentigera, mostraron mayores
evidencias de efectividad como especies productoras de metabolitos
bactericidas.

Codium fragile y Dictyota flabellaia solo presentaron extractos con
inhibicion bacteriana significativa cuando se sometieron al método de
extraccion Soxhlet

Sargassum muticum y Egregia laevigata, fueron las Unicas macroalgas que

‘no presentaron ninguna lectura.  de inhibicion estadisticamente

significativa de crecimiento bacteriano.
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6.~ RECOMENDACIONES

1).- Se sugiere investigar con mayor profundidad a las macroalgas Laurencia
subopposita y Laminaria dentigera como especies con potencialidad como
productoras de compuestos quimicos bactericidas.

2).- Codium fragile solo presento extractos con inhibicion  altamente
significativa cuando se sometio al método Soxhlet, por lo que se sugiere
hacer un analisis del extracto en busca de los compuestos responsables de
la actividad bactericidas. ‘

3).- Es necesario someter a las macroalgas un analisis de variacion estacional y
determinar la época en la cual la produccion de compuestos bactericidas es
mas evidente o importante.
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ANEXOS




ANEXO 1

Descripcion de las macroalgas y su distribucion en la bahia de Todos Santos
(fuentes: Abbott y Hollenberg, 1976., Aguilar-Rosas, 1980. y Gonzalez-Lopez, 1976)
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Codium fragile:

Descripcién: Talo sifonaceo generalmente de 25 cm. de altura, erecto, color verde
oscuro a veces cubierto con vellosidades blancas, las ramificaciones cilindricas que parten
de un disco basal, se ramifican dicotomicamente. Generalmente con dos gametangios en el
mismo utriculo con desarrollo independiente; la pared del apice del utriculo engrosado, en
forma de espina. (Abbott y Hollenberg, 1976)

Habitat: Saxicola, abunda en el nivel medio y bajo de marea en areas protegidas y
expuestas al oleaje y se presenta protegido con respecto a su posicion en la costa (Abbott
y Hollenberg, 1976). .

Distribucién en la bahia: Faro de San Miguel, Villa de las Rosas, Punta Morro,
Hotel Carioca, Punta Banda(Aguilar-Rosas, 1980. y Gonzalez-Lopez, 1976)..
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Dictyota flabellata:

Descripcién: Talo de hasta 15 cm. de altura; color café amarillento en la parte
superior y café oscuro en la parte inferior. Erecto y laminar con ramificacion alterna, la
dicotomia con crecimiento desigual. Los segmentos de 2 a 15 mm. de ancho; apices
redondeados. Esporangios, Oogonios y Anteridios en agregados (soros) en las dos caras
de la lamina (Abbott y Hollenberg, 1976).

Habitat: Saxicola, abunda poco arriba del nivel medio de marea en areas
protegidas al oleaje y se presenta semiprotegida con respecto a su posicion de la costa
(Abbott y Hollenberg, 1976). :

Distribucién el la bahia: Villa de las Rosas, Punta Morro, Punta Banda
(Aguilar-Rosas, 1980. y Gonzalez-Lopez, 1976).
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Egregia laevigata:

Descripcién: Talo esporangial maduro de gran longitud (5 a 15 mts), con
ramificaciones aplanadas desde un metro a partir de la base, cubierta densamente por hojas
anchas disticas; color café chocolate a verde oliva, organo de fijacion de 25 cm de
diametro. Estipe plano y parejo de 1 a 3.5 cm de ancho, con superficie moteada o
densamente cubierto con tuberculos que varian desde cortos y romos hasta largos y
espigados; hojas de 8 cm de longitud, filiformes, a veces con tuberculos en la superficie,
particularmente cerce de la base; neumatocistos elipsoidales o subesfericos con o sin
papilas(Abbott y Hollenberg, 1976).

Habitat: Saxicola, abunda desde el nivel medio bajo hasta poco arriba del nivel
medio de marea en areas expuestas al oleaje, se presenta expuesta con respecto a su
posicion en la costa o en zonas moderadamente expuestas, frecuentemente forma
cinturones en la zona de entremareas, generalmente se mezcla con Macrocystis en aguas
profundas (Abbott y Hollenberg, 1976). :

Distribucién en la bahia: Faro de San Miguel, Villa de las Rosas, Punta Morro,
Tres hermanas y Cabo de Punta Banda (Aguilar-Rosas, 1980. y Gonzalez-Lopez, 1976).
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Laminaria dentigera:

Descripcién: Talo de hasta 1.5 mts. de longitud, con un solo .estipe "por cada
rizoide, el estipe de 3 cm. de diametro en la base, el cual se comprimecerca de las laminas;
estas son lanceoladas u ovaladas de 12 a 16 cm. de ancho que se divide a partir del apice .
en varias laminas lanceoladas; el estipe formado de anillos concentricos con ductos
mucilaginosos(Abbott y Hollenberg, 1976).

Habitat: Saxicola, abunda en la parte superior del nivel medio hasta el nivel bajo
de marea en areas semiprotegidas al oleaje. Talo expuesto con respecto a su posicion en la
costa en grupos (Abbott y Hollenberg, 1976). o

Distribucién en la bahia: Cabo de Punta Banda, Villa de las Rosas y Punta
Banda (Aguilar-Rosas, 1980. y Gonzalez-Lopez, 1976).

51



|

3cm.

Laurencia subopposita:

Descripcién: Talo epifitico rojo rosado profundo, ramificaciones de S a 14 cm. de
longitud, forman grandes masas globulares en aguas quietas; con soros tetrasporangiales
en los margenes(Abbott y Hollenberg, 1976).

Habitat: Abunda sobre algas rojas, pardas y pastos marinos de varios géneros
entre el nivel bajo de marea en areas expuestas al oleaje y se presenta expuesta con
repecto a su posicion en la costa (Abbott y Hollenberg, 1976). :

Distribucién en la bahia: Faro de San Miguel, Villa de las Rosas, Hotel Carioca
(Aguilar-Rosas, 1980. y Gonzalez-Lopez, 1976).
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Sargassum muticum:

Descripcién: Talo de hasta 9 mts. de longitud; ramificaciones repetidas y alternas,
las laminas lanceoladas en la porcion basal del estipe a 10 cm. de distancia, las laminas a
veces con denticulaciones, numerosos neumatocistos, solitarios o en las axilas de las
laminas(Abbott y Hollenberg, 1976).

Habitat: Saxicola, abunda en el nivel medio y bajo ¥ marea en areas tanto
expuestas como protegidas al oleaje, se presenta expuesto con respecto a su posicion en la

costa (Abbott y Hollenberg, 1976).
Distribucién en la bahia: Faro de San Miguel, Villa de Las Rosas, Punta Morro,

Hotel Carioca, Rincon de Ballenas y Punta Banda (Aguilar-Rosas, 1980. y Gonzalez-
Lépez, 1976).
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Anexo II. Lecturas de inhibiciéon en mm para cada una de las macroalgas
empleadas en los diferentes métodos de extraccion y frente a los 2
organismos de prueba.
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Tabla I. Lecturas de inhibicion (mm) en el bioensayo sobre Bacillus subtilis

Método de Réplicas
Macroalga Extraccion 1 2 3 4 5 6 T 8

Soxhlet 4425 4.150 5.500 6.000 7.500 8.000 7.500 5.000

Codium fragile Agitacién 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Centrifugacién 1.500 0.023 0.750 0.025 1.000 2.000 1.500 0.025

Soxhlet 4.500 4.250 5.250 5.000 5.000 4.750 3.500 4.500

Dictyota flabellata Agitacion 0.775 0.550 0.575 0.800 0.775 0.825 1.000 1.250
Centrifugacion 5.750 2.500 3.500 6.250 4.500 4.500 4.000 4.000

Soxhlet 3.500 3.000 0.750 2.500 0.500 2.000 2.750 4.000

Egregia laevigata Agitacion 1.250 0.825 '0.925 0.800 0.325 0.550 0.025 0.450
Centrifugacion 2.000 1.500 1.500 2.000 2.750 2.500 2.750 1.250

Soxhlet 0.750 0.500 0.250 0.250 0.500 0.500 0.500 1.000

Laminaria dentigera | Agitacion 2.500 2.500 2.000 1.750 1.750 2.000 1.500 1.500
Centrifugacion 5.750 2.000 3.500 3.500 3.500 4.000 4.000 4.500

, Soxhlet 5.500 6.500 5.250 5.000 4.500 3.500 0.025 6.000
Laurencia subopposita | Agitaciéon 4.800 3.550 2175 3.525 3.350 3.500 2,975 3.575
Centrifugacion 3.500 3.500 1.750 1.250 1.000 3.000 3.500 2.500

Soxhlet 1.500 0.750 1.000 0.750 1.000 2.000 1.000 4.000

Sargassum muticum Agitacion 0.775 0.475 0.450 0.300 0.225 0.250 0.325 0.625
Centrifugacion 1.750 0.500 1.750 2.000 0.025 0.025 1.000 0.500

Soxhlet 3.300 2,425 2.900 2.300 4.100 2.750 1.875 2323

Blanco - Agitacion 2.000 1.000 1.400 0.025 1.100 0.700 0.550 1.100
Centrifugacion 0.025 0475 0.025 0.750 2.200 1.850 0.025 0.025
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Tabla II. Lecturas de inhibicion (mm) en el bioensayo sobre Staphylococcus epidermidis.

Método de Réplicas
Macroalga extraccion 1 2 3 4 5 6 7 8
Soxhlet 4.000 5.000 4.500 3.500 0.025 4.000 4.500 3.500
Codium fragile Agitacion 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025
Centrifugacion 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.025 0.025
Soxhlet 2.225 2.500 2.000 3.250 1.500 0.025 0.025 1.500
Dicryola ﬂabe[lata Agitacién 1.500 1.550 1.875 0.023 0.025 0.025 0.025 0.025
Centrifugacion 0.500 1.500 0.025 2.000 2.000 2.500 1.500 0.500
Soxhlet 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025
Egregia Iaew'gala Agitacion 1.225 0.025 0.025 0.750 1.150 1.500 0.025 0.025 .
Centrifugacion 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025
Soxhlet 3.000 2.500 0.500 1.500 0.000 3.000 0.025 4.000
Laminaria denligera Agitacién 2.000 2.500 1.750 1.500 1.000 1.250 1.000 1.500
Centrifugacion 0.500 0.500 0.500 0.250 0.500 0.500 0.500 0.500
Soxhlet 3.500 5.000 3.500 3.000 0.025 1.000 0.025 3.000
Laurencia subopposita | Agitacion 3.425 2.600 3.150 3.125 3.750 4.000 4.650 2975
Centrifugacion 1.000 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.023
Soxhlet 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.025
Sargassum muticum Agitaci(')n 1.000 1.000 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.650
Centrifugacion 0.000 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025
Soxhlet 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Blanco Agitacion 0.000 0.025 0.023 0.023 0.025 0.025 0.025 0.025
Centrifugacion 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025
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ANEXO [l

Resultados de las pruebas estadisticas



Tabla III. Resultados de la prueba de normalidad de Karl Pearson

| Rangos [ me. [ fo | py | fe | iz |

0.000- 0.399 0.200 167 0.0886 29.770 632.598
0.400- 0.799 0.600 23 0.1026 34474 3.819
0.800- 1.199 1.000 24 0.1119 37.598 4918
1.200- 1.599 1.400 9 0.1182 38.707 22.300
1.600 - 1.999 1.800 19 0.1058 35.549 7.704
2.000- 2399 2,200 16 0.0962 32.323 8.243
2.400- 2.799 2.600 11 0.0751 25.234 8.029
2.800- 3.199 3.000 22 0.0581 19.522 0.315
- 3.200-  3.599 3.400 1 0.0388 13.037 11114
3.600 - 3.999 3.800 13 0.0314 10,550 0.569
4.000 - 4.399 4.200 12 0.0084 2.822 29.843
4.400- 4.799 4.600 6 0.0081 - 2.722 3.949
4.800- S5.199 S$.000 4 0.0038 1.277 5.808
§.200 - §.599 5400 2 0.0018 0.605 3.219
5.600 - 5.999 5.800 3 0.0007 0.235 32,501
6.000 - 6.399 6.200 1 0.0003 0.101 8.021
6.400 - 6.799 6.600 0 0.0001 0.034 0.034
6.800 - 7.199 7.000 2 0.0000 0.000 0.000
7.200 - 7.599 7.400 0 0.0000 0.000 0.000
7.600 - 8.000 - 7.800 1 0.0000 0.000 - 0.000
SUMATORIAS 3360 0.847  284.558 783.481
MEDIA = 13533 Jite = 27.587

m.c. = marca de clase.

fo = frecuencia observada.

fe = frecuencia esperada.

p(x) = probabilidad de ocurrencia de x
J12 =i? calculada.

ji%a = ji? critica.

58



Tabla IV. Resultados del analisis de varianza multifactorial no paramétrico por rangos de Kruskal-Wallis

ANALISIS DE VARIANZA NO-PARAMETRICO KRUSKAL-WALLIS (POR RANGOS)

FUENTE DE VARIANZA SUMA DE GRADOS DE H CALCULADA ji? critica
CUADRADOS (SC) LIBERTAD (GL) (SC/MS) (o = 0.05)
TOTAL 353,108 167
OBSERVACIONES 259.909.8 20 109.85 31.41
FACTOR A (MET. DE EXT") 14.770 2 6.24 5.991
FACTOR B (MACROALGA) 131,412 6 53.54 12.392
12 48.07 21.026

INTERACCION (A X B)

113,727

B




Tabla V. Resultado de la comparacion Tukey para los métodos de extraccion.

COMPARACION | DIFERENCIA | SE | q [ quesesn | decision |
Agitacion — Soxhle 444 364 1.22 5.144 Hy
Agitacion — Centrifugacion 1264 364 3.47 5.144 H,
Soxhlet - Centrifugacion 820 364 2.25 5.144 Ho

SE = 4([N(N+1)]/ 12)

donde;
N =168, q =diferencia/SE
q wos.29 = valor critico para 24 muestras con un o. = 0.05

para
Ho : No existe diferencia significativa entre las muestras comparadas
H. : Si existe diferencia significativa entre las muestras comparadas
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Tabla VI. Resultado de la comparacion Tukey para las macroalgas.

[ COMPARACION | DIFERENCIA | SE | q | Qras<n | Decision |
L.s.—L.d. 12 238.24 0.05 4.17 Ho
Ls.-D.f 195.5 238.24 0.82 4.17 Ho
L.s.-C.f. 871 238.24 3.65 4.17 Hy
Ls. —-E.L 1080 238.24 4.53 4.17 H,
L.s.—S.m. 1508.5 238.24 6.33 4.17 H,
L.s. — Bco. 1771.5 238.24 7.43 4.17 H,
Ld -Df 183.5 238.24 0.77 4.17 Ho
Ld -Cf 859 238.24 3.6 4.17 Ho
Ld -ElL 1068 238.24 4.48 4.17 H,
Ld —Sm 1496.5 238.24 6.28 4.17 H,
L.d. — Beo. 1759.5 238.24 7.38 4.17 H,
Df -C.f 675.5 238.24 2.83 4.17 H,
Df -E.lL 884.5 238.24 3.71 4.17 Hy
D.f —S.m. 1313 238.24 5.51 4.17 H,
D.f - Bco. 1576 238.24 6.61 4.17 H,
Cf -EL 209 238.24 0.88 4.17 Ho
Cf —S.m. 637.5 238.24 2.67 4.17 H,
C.f — Beo. 900.5 238.24 3.78 4.17 Ho
E.l —S.m. 428.5 .238.24 1.798 4.17 H,
E.l. — Bco. 691.5 238.24 2.9 4.17 Hp
S.m. — Bco. 263 238.24 1.1 4.17 H,

L.s. = Laurencia subopposita
L.d. = Laminaria dentigera
C.f. = Codium fragile
bco. = Blanco de disolvente

donde;

N =168,

SE = N(INN+1)] / 12)

q = diferencia/ SE
q ouse,7 = valor critico para 7 muestras con un o. = 0.05

D.f. = Dictyota flabellata
E.l. = kgregia laevigata

S.m. = Sargassum muticum

para Ho : No existe diferencia significativa entre las muestras comparadas

H. : Si existe diferencia significativa entre las muestras comparadas
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Tabla VII. Resultado de la comparacion Tukey para los extractos por blanco de

disolvente
[ COMPARACION [ DIFERENCIA [ SE | q | oosan [ Decision |

L.s.A. - bco.A. 789 137.6 5.734 4.17 H,
L.d.A. - beo.A. 583 137.6 4.237 4.17 H,
E.LA. - bco.A. 287 137.6 2.086 4.17 Hy
D.f.A. — bco.A. 260 137.6 1.889 4.17 Ho
S.m.A. - bco.A. 212 137.6 1.541 4.17 Ho
C.f.A. - bco.A. 50 137.6 0.363 4.17 Ho
C.f.S. - bco.S. 1103 137.6 8.016 4.17 - H;
L.s.S. - beo.S. 927 137.6 6.737 4.17 H,
D.f.S. - beo.S. 861 137.6 6.257 4.17 H,
L.d.S. - beo.S. 818 137.6 5.945 4.17 H,
E.LS. - bco.S. . 404 137.6 2.936 4.17 Hy
S.m.S. - beco.S. 101 137.6 0.734 4.17 H,
D.f.C. - beo.C. 455 137.6 3.307 4.17 Ho
L.d.C. - beo.C. 359 137.6 2.609 4.17 Ho
L.s.C. - beo.C. 56 137.6 0.407 4.17 Hg
E.L.C. - beo.C. 0 137.6 0 4.17 Hyg
S.m.C. - bco.C. -50 137.6 -0.363 4.17 Ho
C.f.C. - bco.C. -252 137.6 -1.831 4.17 Ho

L.s. = Laurencia subopposita D.f. = Dictyota flabellata  L.d. = Laminaria dentigera
E.l. = Lgregia laevigata C.f. = Codium fragile * bco. = Blanco de disolvente
- S.m. = Sargassum muticum  A. = Agitacion S. = Soxhlet C. = Centrifugacion

sE = N (NN+1)] / 12)
donde;

N =167, q =diferencia/SE
q ©ose7 = valor critico para 7 muestras con un o = 0.05

para

H, : No existe diferencia significativa entre las muestras comparadas
H, : Si existe diferencia significativa entre las muestras comparadas
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