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GLOSARIO DE TERMINOS

Anisogamia: tipo de reproduccion sexual con dimorfismo en los gametos.

Antibiograma: Método o prueba que determina la sensibilidad de las bacterias a los

antibioticos.

Antifungigrama: Método o prueba que determina la sensibilidad de los hongos y

mohos a los antimicoticos.

Gametas: Son las células sexuales haploides de los organismos pluricelulares

originadas por la meiosis a partir de las células germinales (0 meiocitos en el caso de

células diploides).

Haploide: Relativo a la célula que presenta en su nucleo una serie simple de

cromosomas.

Inhibicion: Disminucién o detencion de las funciones normales de un organismo por

medios quimicos.
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Isogamia: Variedad de reproduccion sexual en la que los gametos
tanto masculino y femenino son iguales. Es propia de vegetales superiores

(algas) y protozoos.

Metabolitos secundarios: son aquellos compuestos organicos sintetizados por el

organismo que no tienen un rol directo en el crecimiento o reproduccién del mismo.

Oogamia: Fecundacion en la que un gameto femenino inmdvil es fecundado por un

gameto masculino maévil de menor tamafio.
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cm:

CO2:

DNA:

FAO:

INOCAR:

mil:

mm:

OIE:

OMS:

Oxy:

RNA:

CABREVIATURAS

Centimetro

Dioxido de Carbono

Acido desoxirribonucleico

Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la

Agricultura

gramo

Instituto Oceanografico de la Armada

litro

metro

mililitro

milimetro

Oficina Internacional de Epizootias

Organizacion mundial de la Salud

Oxytetraciclina

Acido ribonucleico
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Sp.:

UFC:

ug:

pm:

TCBS:

Especie no definida

Unidades formadoras de colonias

Micra

Microgramo

microlitro

micrémetro

Agar tiosulfato citrato de sales biliares

Grados Celsius

Resistente

Intermedio

Susceptible
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RESUMEN

Las macroalgas son organismos marinos con una exitosa capacidad colonizadora,
reproductiva y disuasiva ante predadores o competidores para defender su nicho
ecoldgico. Por lo que han debido evolucionar substancias quimicas en su estructura
interna llamados también metabolitos secundarios, los mismos que poseen una
bioactividad especifica y que de ser extraidos e identificados se les pueden dar
aplicaciones en beneficio de ser humano que van desde el campo alimenticio,
nutricional hasta farmacoldgico. Més a falta de informacion sobre estas substancias en
las macroalgas de nuestro medio y la utilizacion de estas se realizo ensayos de
antibiogramas y antifugigramas con los extractos extraidos de dos macroalgas y
comparandolos con compuestos presentes en el mercado como la oxytetraciclina y el
fungirex. Como producto de esta investigacion se destaca que los metabolitos
secundarios del extracto de una de las algas en este caso la ulva sp. presento una
bioactividad considerable ante cepas bacterianas y fungicas respectivamente. No asi el

de la Padina sp. debido a que pertenece a otra division taxondémica.
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INTRODUCCION

La presente investigacion en términos generales destaca las cualidades de las
macroalgas como potenciales fuentes de metabolitos secundarios y compuestos activos
que se pueden utilizar como antibidticos y antifungico frente a una variedad de cepas
bacterianas y fangicas (Alan et. al. 2009). En los Gltimos afios se viene realizando este
tipo de investigaciones con la finalidad de conocer cuan viable es la extracciéon y
aplicacion de los metabolitos secundarios de diferentes organismos vegetales, tal es el
caso de los extractos de las macroalgas seleccionadas, identificando la bioactividad de

los metabolitos que contiene y su capacidad inhibitoria (Cardozo, et. al. 2006).

Luego de realizar investigaciones bibliograficas y observaciones de campo se opto por
colectar, elaborar los extractos y evaluar la capacidad de inhibicion que poseen los
metabolitos secundarios existentes en las algas del genero Ulva sp. y Padina sp.
mediante la eliminacion de impurezas, seguido de una trituracion hasta pulverizarlas
por completo y mediante el uso del etanol al 98% de concentracién como vehiculo de
extraccion y obtencion de sus metabolitos secundarios. Para ser sometidos a bioensayos
del tipo antibiograma y antifungigrama, con la finalidad de que estos extractos puedan
sustituir el uso de compuestos antibioticos y antifangicos sintéticos de origen artificial

posibles agentes causantes del deterioro de los ambientes naturales.
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Para nuestras experimentaciones empleamos los talos de la macroalga para elaborar los
extractos, que se obtuvieron luego de ser macerados hasta pulverizar por completo.
Una vez pulverizados se afiadio el etanol al 98% en relacion de 1 a 1 es decir 10 g de
alga 10ml de etanol y se dejo reposar por 20 minutos antes de ser filtrado. Se utiliz6 18
discos de papel filtro con didmetro de 6mm para cada bioensayo que luego fueron
hidratados 6 con 10 pl de extracto del alga 6 con 10 ul de oxytetraciclina y los dltimos
6 con 10 pl de fungirex. Para luego realizar los antibiogramas y antifungigramas frente

a cepas bacterianas y flngicas preseleccionadas.

Donde se pudo comprobar que el extracto del alga ulva sp. posee caracteristicas
antibidticas y antifungicas de efectos considerables. Ya que sus halos de inhibicion
fueron muy representativos como se puede apreciar en las tablas (6 y 12). De igual
manera se utilizaron los controles positivos oxitetraciclina y fungirex y negativos
(etanol al 65%). Relacionando los halos de inhibicién alcanzados por los extractos en
los antibiogramas asi como en los antifungigramas con el de los controles positivos.
Se determiné que el desempefio del extracto del alga ulva sp. como antibiético alcanzo
un halo de inhibicién del 40% comparado con el rendimiento presentado por el Oxy en
los Antibiogramas. Pero como antifungico dio mejores resultados ya que superé el 55%

comparando su halo de inhibicidn con el del Fungirex.

Estos datos develan un potencial mayor en los metabolitos secundarios existentes en

las macroalgas del genero Ulva sp. que el presentado en las del genero Padina sp. Los
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mismos que son de gran interés para la comunidad cientifica interesada en la obtencién
de biomedicinas y/o bioproductos amigables con el medio llamados también
biodegradables que podran mejorar y replicar a escalas industriales las

experimentaciones con el énfasis hacia uso en farmacologia para el bienestar humano.
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JUSTIFICACION

El sentido que nos orientd a realizar este trabajo fue determinar la actividad antibidtica
y antifingica de los metabolitos secundarios contenidos por la macroalga ulva sp. Con
la finalidad de obtener un producto antibacteriano y antifingico biodegradable, ya que
en la actualidad el descubrimiento de nuevos farmacos se ha dirigido hacia los
compuestos organicos utilizando los metabolitos secundarios de algunas especies
vegetales entre ellas las macroalgas. Ademas, evaluaremos los resultados de
desempefio para en un futuro inmediato posicionar su aplicacion, como tratamiento
natural ante cepas de hongos y bacterias. Para lo cual, se deberia masificar su
produccién mediante cultivos intensivos de macroalgas o en maricultura para la

produccidn de estos productos para la industria de farmacos.

Por ultimo observamos que esta es una forma saludable y eficiente de biocontrolar
hongos y bacterias en diferentes tipos de cultivos evitando contravenciones planteadas
por organismos de comercio y sanidad internacional. Debido a que La FAO, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Oficina Internacional de Epizootias (OIE)
y varios gobiernos nacionales que han planteado ya la cuestion del uso irresponsable
de antibidticos sintéticos en todos los sectores de la produccion, con especial referencia
a los riesgos potenciales para la salud publica sobre el uso de ellos. Porque pueden

presentar bioacumulacion en los organismos cultivados y afectar al consumidor final.

20



OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar la bioactividad antibidtica y antifingica de los extractos organicos de las
macroalgas Ulva sp. y Padina sp. aplicando a cepas de bacterias y hongos comparando

el efecto inhibidor de estos frente al de oxytetraciclina y fungirex.

Objetivos Especificos

e Determinar la relacion peso seco vs. etanol para obtener la mayor concentracion
de metabolitos secundarios de las macroalgas de los generos Ulva sp. y Padina

sp. en los extractos para realizar los antibiogramas y antifungigramas.

e Evaluar in-vitro la bioactividad de los extractos tanto de Ulva sp. como de
Padina sp. frente a 3 cepas bacterianas y una fungica, para medir su capacidad

inhibitoria.

o Comparar el halo inhibidor de los extractos de las algas Ulva sp. y Padina sp.
con los productos Oxyteraciclina en tres concentraciones (10, 25 y 50 pg) y

fungirex, para determinar su desempefio como antibiotico y antifdngico.
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HIPOTESIS

Los extractos organicos de las macroalgas Ulva sp. y Padina sp. poseen metabolitos
secundarios con bioactividad antibi6tica y antifingica con caracteristicas similares al

presentado por la oxytetraciclina y el fungirex.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1. 1 Importancia de las macroalgas

Las algas marinas constituyen un recurso renovable con un grado de importancia muy
alto para el hombre. Debido a que su distribucién a nivel mundial es muy amplia. En
especial las del grupo de las chlorophytas por su intervencion en la oxigenacion y la
respiracion. Las algas juegan un rol benéfico en la naturaleza ya que ellas representan
la productividad primaria de materia organica en ambientes acuéticos debido a sus
actividades fotosintéticas. Su desaparicion significa la ausencia de la primera fuente de
alimento y energia para animales acuaticos. Ademas, oxigenan el agua durante el dia,
reduciendo los niveles de CO, de la atmosfera y aportando productos que ellas
contienen como polisacaridos, aminoacidos, DNA, RNA, enzimas y otras proteinas al

medio que sirven directamente a los organismos asociados a ellas.

Las macroalgas en estas ultimas décadas han sido objeto de estudios, por las
propiedades encontradas en el campo de la farmacéutica, cosmetologia y hasta como
alimento para el hombre. En la actualidad son utilizadas dentro de las industrias, para

elaboracion alimentos, aglutinantes, medicinas, harinas de algas para alimentacion de
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animales, fertilizantes organicos, biocombustibles y para el tratamiento de aguas

residuales, (\VVelasco, 2008).

Existe un significativo numero de especies verdes que se cultivan en laboratorios y
lineas marinas o granjas. Algunas se colectan en grandes cantidades en las areas rocosas
donde proliferan. Estas también son usadas como alimento para ganado y para la
elaboracion de alimentos consumidos por el hombre directamente. Pero en la
actualidad no se destacan solo con fines alimenticios sino por su empleo en
biotecnologias como la farmacologia donde se extraen los metabolitos o las sustancias

que contiene o se producen en ellas.

La cantidad de macroalgas procesadas anualmente en todo el mundo es de 14 millones
de toneladas en peso fresco (Anuario FAO, 2006). El 50% de la produccion se utiliza
en la alimentacion humana. Las presentaciones de las algas para la alimentacion
humana pueden ser frescas, secas o alifiadas segin se desee presentar el producto. De
toda la produccion mundial varias especies del género Ulva se destacan entre las

cloroficeas con mayor uso en el sector culinario de Asia y Europa.
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1. 2 Caracteristicas Generales

Ulva sp.

Las macroalgas del género ulva sp. son conocidas como lechuga de mar por tener la
forma de su talo laminar fino, lobulado, lanceolado y el caracteristico color verde
dependiendo de la estacion y sexo puede ser verde oscuro o verde amarillento. Crecen
en la zona intermareal preferentemente en sustrato rocoso muy cerca de la zona de
rompiente donde se fijan mediante rizoides. Algunas por su ubicacion o area de
colonizacion durante la baja mar quedan completamente expuestas al aire asi
aprovechan la energia luminica y eliminan organismos epifitos como invertebrados u
otras algas con las que compiten por el area, que suelen ser sitios con variaciones en su

salinidad y grandes aportes nitrogenados.

También pueden encontrarse a profundidades de 1m durante la baja mar donde alcanza
tallas mayores de hasta 25 cm pero su capacidad colonizadora es inversamente
proporcional a la profundidad, es decir a mayor profundidad se encuentran menos
especimenes por m2 y posee mas organismos epifitos entre los que destacan

invertebrados como los gasteropodos y poliquetos hasta otras algas como el gelidium

sp.
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Padina sp.

Las algas de este género se caracterizan por tener los talos siempre erectos, que va
desde una hasta varias laminas aplanadas en forma de abanico de una coloracion que
van del café claro al obscuro, de 10 cma 30 cm en longitud y de 15 a 40 cm de amplitud.
La superficie de las laminas puede tener areas pelosas que en algunos casos puede
formar bandas concéntricas no calcificadas ya que no son fijadoras de carbonato de
calcio, se les puede apreciar bandas claras y obscuras, pueden presentarse enteras o
divididas ya que se caracterizan por la presencia de talos con o sin rupturas, en algunos
talos desde las primeras tallas ya se encuentran con rasgaduras y otros ejemplares que
han alcanzado su talla maxima no presentan rasgaduras. La reproduccion es por
esporangios y oogonios distribuidos sobre ambas superficies de la lamina, con una leve
tendencia a la formacion de zonaciones concéntricas. Las bases de estas algas son
perennes, mientras que las laminas se dividen y epifitan. Esta especie tiene potencial
como alimento humano y es factible que pueda ser utilizada en farmacologia, tal como

otras macroalgas.
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1. 3 Ciclo de vida, reproduccién y longevidad

Ulva sp.

Con unas buenas condiciones ambientales los talos jovenes de las algas del genero Ulva
sp. crecen entre 3 mm y 5 mm en menos de un mes y se tornan adultas entre 3 y 4
meses. Su ciclo de vida es corto, se estima que dura entre 5 y 8 meses. El ciclo
reproductivo de la lechuga de mar tiene dos formas. La reproduccion asexual es por
zoosporas bi o cuatriflageladas y la sexual generalmente es por anisogamia u oogamia
(Wiencke et al., 2004). El esporofito de esta alga es diploide constituido por una lamina
celular delgada con escasos milimetros de diametro. Algunas de sus células se
diferencian y sufren meiosis y citocinesis, que producen esporas haploides moviles
llamadas zoosporas. Estas nadan alejandose, cada una impulsada por cuatro flagelos y
algunas finalmente encuentran un lugar apropiado para establecerse. Las esporas
pierden luego sus flagelos y comienzan a dividirse por mitosis, produciendo un
filamento delgado que evoluciona a una lamina amplia de dos células de espesor,

(Kapraun, 1970).

En el caso de estas macroalgas unos gametofitos se dedica a la produccion exclusiva
de gametas masculinas y otros las femeninas, nunca se encuentran produciendo ambos
a la vez. Sus gametas se crean por mitosis en el interior de células individuales

(conocidos como gametangios), es decir que no Se encuentran en una estructura
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multicelular especializada, como en las plantas terrestres. Los dos tipos de gametas
poseen dos flagelos (diferenciandose de la espora haploide que posee cuatro flagelos)
constituyéndose en gametas moviles. La mayoria de las especies de Ulva presenta
gametos masculinos y femeninos similares estructuralmente, por lo que a estas
especies se las denomina isogamicas; es decir, tienen gametas de igual aspecto. Se debe
considerar que otras cloroficeas, incluidas una minoria de especies de Ulva, son
anisogamicas, presentando sus gametas femeninas de apariencia mas grandes que las
masculinas. Para ser exitosa su funcion las gametas femeninas y masculinas se deben
aproximar y mientras van perdiendo su flagelo a medida que el cigoto se forma y se
establece. Luego de una breve pausa, el cigoto inicia su division mitotica, de esta
manera se crea un esporofito multicelular. las gametas que no encuentran una pareja
tienen la capacidad de establecerse en un sustrato conveniente, pierde sus flagelos,
inducir una mitosis y producir directamente un nuevo gametofito; claramente se puede

decir que, los gametos también pueden funcionar como zoosporas.

Padina sp.

Las macroalgas del género padina se reproducen en verano, y los &rganos
reproductores estan situados sobre las bandas concéntricas de los pelos. Suelen haber
varios individuos agrupados que han crecido a partir de un estolon. Ellas se caracterizan

por tener sus talos dioicos con los gametangios alineados u ordenados en forma de
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soros, gque se encuentran sobre la superficie de la hoja. Los oogonios miden de 58 a 60
u de largo por 25 a 30 i de ancho y la capsula mide de 170 a 175 L, se localizan en la
region subapical entre las bandas de parafisis, se caracterizan por ser ovalados y estan
Ilenos al 100%; los anteridios miden de 5 a 10 p de ancho por 40 a 45 p de largo y la
capsula mide de 85 a 90 p, se encuentran sobre las bandas de parafisis en la region
apical son filamentos cortos pluriloculares, especificamente en el margen enrollado y
los esporangios miden de 165 a 170 p con todo y capsula y solo el esporangio mide de
40 a 45 p de ancho y de 60 a 65 [ de largo, estan entre las bandas de parafisis, pero a
lo largo de todo el talo, estos son muy similares en forma y tamafio pero en la parte
apical tienen una region translucida y estan subdivididos igual que en la especie
anterior. En general las algas de este género tiene reproduccion sexual y sus gametos
masculino y femenino se encuentran en lados diferentes de los talos y todos sus 6rganos

reproductores se encuentran cubiertos por una capsulas.
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1. 4 Taxonomia

Desde el punto de vista taxondmico la ubicacion del género Ulva es el siguiente:

Reino: Protistas
Division: Chlorophytas
Clase: Bryopsidophyceae
Orden: Ulvales

Familia: Ulvaceae

Género: Ulva

Se da el nombre de Ulva por la gran cantidad de pigmentos verdes clorofila a 'y b que
le da la tipica coloracion “verde pasto”. Ademas contienen, otros tipos de pigmentos
como son carotenoides 3 carotenos, luteina, sinfonoxantina, una xantofila especial. En
principio el género Ulva fue uno de los primeros nombrado por Linnaeus.
Posteriormente, a la delineacion taxondémica se incorporan otros caracteres mas
estables que incluyen detalles acerca de la reproduccion, el desarrollo e hibridacion
potencial (Van den Hoek, 1981). Este hecho provocé una notable reduccion de sus

especies.
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En la actualidad, la sistematica y taxonomia del grupo se han perfilado mediante el
empleo de técnicas moleculares y los estudios mas recientes (Hayden, 2001), han

contribuido a reducir el nimero de sus especies.

Desde el punto de vista taxondmico la ubicacion del género Padina es el siguiente:

Reino: Protistas
Division: Heterocontonphytas
Clase: Isogeneratae
Orden: Dictyotales

Familia: Dictytaceae

Género: Padina

1. 5 Rol ecolégico

Ulva sp.

Las algas del genero Ulva juegan roles significativos en las comunidades marinas del
mundo, destacando las areas tropicales de aguas calidas y salinidades variables. Estos
roles funcionan tanto en lo espacial como temporalmente y operan en los ambientes ya
sea, influyendo en la riqueza especifica y biodiversidad o brindando una funcion tréfica
para los ecosistemas como fuente de productividad clave y complementando con su

estructural para que otros organismos puedan definir sus nichos, esto afiadido a que
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contribuyen a la formacion de arrecifes y evitan la erosion de la zona somera
previniendo la remocidn del sustrato. Gran parte de la energia producida por las algas
marinas bentonicas es consumida directamente por los consumidores de primer orden
entre los cuales destacan moluscos y peces herbivoros, entre otros. Sumado a ello
desempefian otros roles ecoldgicos no productivos como servir de sustrato, lugar de
refugio, lugar de asentamiento larval y crianza de juveniles para numerosos

invertebrados y peces litorales.

Este género forma parte de las comunidades marinas costeras de la zona intermareal
baja y poco profunda del litoral rocoso. Contribuyen en la formacion de rocas y
sedimentos marinos. Ademas son productoras de materia orgénica, y desempefian un
papel decisivo en la produccion y concentracion de algunos elementos 0 compuestos
quimicos y fertilizantes en pequefia proporcion, que son necesarios para la vida marina,
algunas especies herbivoras las consumen pera sintetizar las sustancias que contiene y
producir toxinas y metabolitos potentes como disuasivos de la depredacién (Hay et al.,

1990).

Adicionalmente, los conjuntos de este género de macroalgas a menudo responden a
cambios en condiciones del ambiente funcionando entonces como bioindicadores de
otros procesos en desarrollo. La respuesta puede ser directa por enriquecimiento de

nutrientes debido a influencia de corrientes marinas que los remueven o transportan,
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periodos prolongados de agujes, por fugas o mal manejo de insumos de la agricultura
y también las respuestas indirectas, como la desaparicion dramatica de la cobertura de
algas debido a derrames o mal manejo de residuos industriales en cercanias a sus

ambientes.

Padina sp.

Cumplen ademas una serie de funciones ecoldgicas no productivas, como servir de
sustrato, lugar de desove y de refugio a muchos peces e invertebrados marinos. Por otra
parte, son fuente directa de alimento para el hombre y otros animales consumidores,
producen antibidticos, hormonas y otras sustancias de uso medicinal. Constituyen
también fertilizante de suelos para cultivos agricolas y algunas producen y concentran
en sus paredes celulares sustancias quimicas del tipo polisacaridos, como el agar, la
carragenina y el &cido alginico. Estos coloides o gomas vegetales, debido a sus
propiedades espesantes, estabilizantes y emulsionantes, sirven de materia prima para

la produccion de una variedad de productos industriales.

1. 6 Distribucion geogréfica

Ulva sp.

Las algas del género Ulva estan casi siempre presentes en la ficoflora marina de todo

el mundo. Muchas especies de este genero son cosmopolitas y se encuentran en una
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gran diversidad de habitats con grandes diferencias de salinidad, temperatura, turbidez
y composicion quimica. En particular, la Ulva fasciata, se extiende por las costas de

Australia, Nueva Zelanda, las islas del Pacifico y Suramérica (Hayden, et al., 2003).

La distribucion batimétrica de los representantes de este género se enmarca desde el
supralitoral hasta una profundidad de 8 m a 10 m, aunque se han observado talos de U.
lactuca fijos a 23 m de profundidad (Kopp, 1977). Las poblaciones mas densas se
situan en los espacios intermareales y en las aguas someras. Este género se localiza
comlnmente en areas de aportes nitrogenados considerables y se fijan sobre rocas,
diques y boyas, siendo pocas las especies que son encontradas en costas expuestas. La

longitud y la textura de los talos se presentan de acuerdo a las caracteristicas del lugar.

Padina sp.

Esta especie es la mas comdn en la zona rocosa, ya que las especies del género se
distribuyen particularmente en la zona intermareal y submareal superior, entre un rango
de profundidades de (0,5 m hasta - 50 m), se desarrolla en diferentes habitats comunes
como: el rocoso formado por piedra madre, arenoso y rocoso-arenoso. Se presenta
generalmente formando mantos de gran extension monoespecificos, pero hacia mayor
profundidad se encuentra asociada a los mantos de Sargassum sp. De acuerdo a su

longevidad se puede considerar como un alga permanente durante todo el afio ya que

34



mientras unas estan desarrollandose en primeros estadios otras estan pereciendo. Por
lo que en las diferentes localidades con zonas rocosas se encuentran en diferentes
estadios dentro de una misma regién, por lo que no se puede generalizar épocas
reproductivas. Se pueden encontrar en una misma localidad a la fase esporofitica y
gametofitica, desarrollandose primero los gametos femeninos y posteriormente los

masculinos.

1. 7 Potencial Biotecnoldgico y perspectivas en el uso no convencional

Desde hace décadas las algas marinas han sido cosechadas en el Extremo Oriente y los
paises del Pacifico asiatico, donde se utilizan en la industria alimenticia, practica que
se ha extendido hasta América del Norte y también a Europa segin (McHugh 2003).
Las algas verdes, pardas y rojas contienen varios compuestos organicos e inorganicos
que son benéficos para la salud humana por su alto valor nutricional y sus propiedades
curativas de muchas enfermedades (tuberculosis, artritis, resfriados e influenza,
infestaciones de bacterianas, fingicas, parasitos y tumores). Algunas de las especies de
algas estudiadas han mostrado variaciones amplias en la composicion quimica
(proteinas, carbohidratos, lipidos, minerales y vitaminas), las cuales se relacionan con
factores ambientales como las temporadas estacionales, temperatura, luz, salinidad,

localizacion y condiciones de almacenamiento (Dawes 1998).
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En términos generales, las algas se cosechan y/o cultivan artesanal e industrialmente
para varios usos entre ellos mencionaremos: alimentos para humanos y animales,
cosméticos, fertilizantes, biocombustibles, etc. la aplicacion industrial se restringe
principalmente a la extraccion de ficocoloides (agar, carragenina y alginatos) que han

alcanzado importancia comercial como aditivos alimentarios.

Actualmente, las algas marinas han recibido mucha atencién por ser fuentes potenciales
de compuestos bioactivos ya que son capaces de producir varios metabolitos
secundarios con un amplio espectro de actividades biolégicas interesantes, incluyendo
propiedades antibacterianas, antifungicas, antivirales y antioxidantes. EI gran potencial
para la explotacion de estos compuestos naturales radica en la diversidad de
aplicaciones que puede tener en campos como las medicinas, ingredientes antibioticos
o0 antifungicos, nutricionales, ingredientes para desarrollar alimentos funcionales, etc.
Han aumentado el interés por extraer nuevos compuestos bioactivos de algas

cosechadas o colectadas en varios sitios del mundo.

Sin embargo entre los paises que rodean los Mares de Suramérica, no existen estudios
sobre la explotacion de la biomasa algal varada en sus aguas costeras. La cosechay el
desarrollo de procesos de tratamiento de algas podrian contribuir a la concepcion de

nuevos productos biotecnoldgicos. Hoy en dia, los estudios encaminados a elucidar la
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abundancia, la disponibilidad, la composicion quimica y las propiedades de algas se
han vuelto indispensables. Potentes actividades antioxidantes han sido descubiertas en
los Gltimos afios a partir de especies del genero Ulva sp. las cuales han sido asociadas
al alto contenido en compuestos fendlicos presentes en estos vegetales. EI valor
potencial de las macroalgas en biomedicina esta bien documentado, particularmente en
la zona tropical. Los extractos obtenidos de especies del género Padina sp. Mostraron
acciones como analgésicos y anti-inflamatorios mientras que la evaluacion de los
extractos manifestd la presencia de sustancias con propiedades neurofarmacolégicas

(Garcia et al., 2003).

La produccion de biomasa metanizable a partir de algas marinas mostré6 muy buenos
resultados. Ulva sp. por ejemplo se emplea con ese proposito pues debido a su
composicion en glucidos y proteinas, ofrece la ventaja de fermentarse rapidamente y
de generar mas metano que otras materias primas. También se aprovechan para
purificar las aguas ya que son capaces de remover los nutrientes, procedentes del
maricultivo, las aguas industriales. Algunas especies de Ulva, revelaron excelentes

resultados como biofiltros en sistemas de cultivo de peces.
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CAPITULO 11

MARCO METODOLOGICO

2.1 Materiales

2. 1. 1 Material bioldgico vegetal

50 gramos del alga Ulva sp.

50 gramos del alga Padina sp.

2. 1. 2 Material biol6gico bacteriano

Cepa de Vibrio alginolyticus

Cepa de Vibrio vulnificus

Cepa de Pseudomonas sp.

2. 1. 3 Material biolégico Fungico

Cepa de hongo Cladosporium sp.
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2. 1. 4 Equipos y Accesorios

1 Agitador magnético

2 Asas de Platino

1 Autoclave

1 Balanza digital

1 Incubadora

30 Cajas biPetri 140X15mm
30 Cajas triPetri 140X15mm
1 Caja de guantes esteériles

1 Caja de mascarilla

1 Caja de parafilm

1 Camara de newbauer

1 Camara fotogréfica

1 Centrifuga

1 Computadora

1 Cuaderno de apuntes

1 Espétula

1 Estufa

12 Hisopos estériles

2 Jeringa de (60 ml)

1 Léapiz
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3 Marcadores permanente punta fina

1 Mechero

1 Micro pipeta automatica de 10 pl (micro litros)
1 Micro pipeta automatica de 20 a 200pl (micro litros)
1 Microscopio 6ptico

2 Pipeta de 10 ml

2 Pliegos de papel filtro

1 Calentador eléectrico

3 Vasos de precipitacion de 100

2 Vasos de precipitacion de 200ml

3 Matraz de 250ml

Matraz de 1000ml

Mortero de porcelana de 250ml con pistilo

2. 1. 5 Reactivos

Agua destilada

Alcohol potable

Etanol 98%

Capsulas de Oxytetraciclina de 250 mg

Fungirex liquido incoloro 100ml
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2. 1. 6 Medios de Cultivo

Agar Nutritivo

Agar sabouraud

Agar TCBS

Agar Peptona

2. 2 Metodologia

2. 2.1 Area de estudio

El area de estudio comprendié una estacion de muestreo, en el area rocosa de la zona

intermareal. En la playa de Ballenita-Santa Elena-Ecuador.

Ballenita, es una localidad que se encuentra en la parte oeste del canton Santa Elena,
su playa tiene una longitud de 1600 metros incluidos 200 metros de zona rocosa y 300

metros de zona mixta (arena y roca).
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Figura 1. Sitio de muestreo playa de Ballenita.

Se determind como estacion de muestreo el area rocosa de la parte norte de la playa

con las siguientes coordenadas geograficas:

Ubicacion geogréfica del Sitio de Colecta

Latitud Longitud

2°12'10.60" S 80° 52' 05.85" O

Tabla 1. Coordenadas geograficas de sitio de muestreo.
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3. 2 Colecta de macroalgas

Luego de revisar la tabla de mareas emitida por el INOCAR vy constatar el ciclo de
mareas para dicho dia especificamente la baja mar procedimos a realizar la colecta de
las macroalgas. Esto se realiz6 en un area no mayor a los 100m2 es decir cubriendo un
radio de 5 m maximo. En el lugar donde se observé una gran colonizacién empezamos
a extraer las macroalgas utilizando una espatula de 1 pulgada para removerlas del
sustrato rocoso en la zona de la rompiente que es donde proliferan y extrajimos un total

de 18 especimenes que alcanzaban pesos de entre 2.5 y 4 g cada una.

Las muestras colectadas fueron colocadas en 2 recipientes plasticos rectangulares de
200 ml con una porcién de 100ml de agua de mar. Para su Transporte y preservacion
se colocaron las muestras en una hielera de 12 litros para mantener estable el parametro
de la temperatura y evitar desnaturalizar las muestras hasta llegar al laboratorio de la
Universidad donde las colocamos en refrigeracion a 4°C hasta su utilizacion en la

elaboracion de los extractos.
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3. 4. Tratamiento de las macroalgas en el laboratorio

Se tomé las muestras de las macroalgas que se encontraban en refrigeracion para ser
separadas en 2 partes, una parte se coloco de nuevo en el refrigerador y la otra se lavo
con agua dulce para de esta manera ir separando los organismos epifitos y la gran
cantidad de arena que contenia. Una vez lavadas y liberadas de todas las impurezas
externas estas fueron exprimidas suavemente para dejarlas secar a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Una vez retirada la mayor cantidad de liquido se cortaron
en pedazos pequefios con el fin de obtener porciones uniformes de los talos que

facilitaron el proceso de trituracién en el mortero para la extraccion de los metabolitos.

3. 4 Elaboracion de los extractos

Para obtener la mayor concentracion de metabolitos en el extracto utilizamos un
mortero de porcelana de 250ml donde procedemos a macerar nuestras muestras hasta
pulverizarlas completamente. Para lo cual describimos el proceso que seguimos hasta

alcanzar la mayor concentracion posible.

Luego de varios ensayos se determind que la relacion que mejor se desempefiaba para
alcanzar mayor concentracion de metabolitos fue la relacién 1 a 0.8 (10 g de alga para
8 ml de etanol 98%) donde alcanzamos un 50% de rendimiento del alga vs el del

vehiculo utilizado.
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Para lo cual utilizamos la ecuacion siguiente:

(Wi — Wf)
%WE=—~—0°
% E Vf X100

Donde:

VT =es el resultante de la trituracion de los talos de las algas + el volumen del vehiculo

en este caso el etanol 98%.

Wi = Masa del alga utilizada.

Wf = Masa obtenida luego de extraer los metabolitos mediante el etanol al 98%.

Vf=Vi+Ea

Vi = volumen del Etanol al 98%.

Ea =Vf- Vi

Ea = extracto que se supone ha sido obtenido de la trituracion de los talos de las algas.

%E = es la concentracion de metabolitos del alga relacionados entre la masa algal y el

etanol.
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Se tomo el material algal una vez descongelado y con la menor cantidad de liquido
posible, se peso se disminuyo el tamafio de particula de forma manual. Cortando las
algas en pedazos muy pequefios para luego triturarlos hasta lograr pulverizarlos por

completo.

Se afiadi6 el solvente como vehiculo para obtener los metabolitos secundarios del alga.

Esta pasta fue filtrada por una pelicula triple de papel filtro previamente introducida en

una jeringa de 60ml.

La presion que ejercio el embolo nos dio el mejor rendimiento por esta razon se hizo

uso de este.

Este extracto se guardd por 48 horas en un vial colector ambar de 30 ml previamente

etiquetado.

Este extracto es el que luego aplicamos a las placas con las bacterias y hongos

experimentales determinando su desempefio antibiético o antifungico.

Los extractos obtenidos fueron almacenados hasta el momento de utilizarlos a 4 °C.

segun el protocolo de (Torres 2007).
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3. 5 Preparacion de medios de cultivo

Los pasos para la preparacion de cada medio de cultivo utilizado fue:

Agar Peptona.- viene en presentacién microparticulada (en polvo) para disolver en

proporcion de 25,5g /1.

De esta manera tomamos 100 ml de agua destilada en un vaso de precipitacion

de 250ml.

Medimos en la balanza digital 2,5 g del agar nutritivo para preparar 100ml de

este medio.

Afadimos el medio en polvo a los 100ml de agua destilada y colocamos esta

solucidn al calentador eléctrico a una temperatura de 150 °C.

Mientras calienta se mueve suavemente hasta que se torne traslucido y hierva

por 1 minuto.
Luego dejamos enfriar hasta que llegue a una temperatura de 45 a 40 °C.

Luego tomamos una jeringa de 10 ml, pero sin la aguja y procedemos a colocar
10ml del medio en los tubos de ensayo.

Dejamos enfriar hasta que se encuentre a temperatura ambiente para inocular
las bacterias que necesitamos en estado liquido para poder contar antes de

inocular y probar los tratamientos.

De este medio es que vamos a contar las bacterias y diluir hasta llegar a la

concentracion deseada.
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Agar Nutritivo.- viene en presentacion microparticulada (en polvo) para disolver en

proporcion de 23g /1.

De esta manera tomamos 100 ml de agua destilada en un vaso de precipitacion
de 250ml.

Medimos en la balanza digital 2,3 g del agar nutritivo para preparar 100ml de
este medio.

Afadimos el medio en polvo a los 100ml de agua destilada y colocamos esta
soluciodn al calentador eléctrico a una temperatura de 150 °C.

Mientras calienta se mueve suavemente hasta que se torne traslucido y hierva
por 1 minuto.

Luego dejamos enfriar hasta que llegue a una temperatura de 45 a 40 °C.
Luego tomamos una jeringa de 10 ml, pero sin la aguja y procedemos a colocar
6éml del medio en cada seccién de la caja tripetri 0 10 si es bipetri.

Dejamos solidificar y que se encuentre a temperatura ambiente para inocular
las cepas a probar.

Deberiamos utilizar el medio de cultivo Muller Hinton pero este debe ser
encargado 45 dias de anticipacion via importacion. De manera que utilizamos
el agar nutritivo que fue el que nos presto cualidades similares a las del medio

antes mencionado.
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Agar sabouraud.- viene en presentacion microparticulada (en polvo) para disolver en

proporcion de 659 /I.

De esta manera tomamos 100 ml de agua destilada en un vaso de precipitacion

de 250ml.

Medimos en la balanza digital 6,5 g del agar sabouraud para preparar 100ml de

este medio.
Afadimos el medio en polvo a los 100ml de agua destilada y colocamos esta
solucidn al calentador eléctrico a una temperatura de 150 °C.

Mientras calienta se mueve suavemente hasta que se torne traslucido y hierva
por 1 minuto.

Luego dejamos enfriar hasta que llegue a una temperatura de 45 a 40 °C.
Luego tomamos una jeringa de 10 ml, pero sin la aguja y procedemos a colocar
6éml del medio en cada seccién de la caja tripetri 0 10 si es bipetri.

Dejamos solidificar y que se encuentre a temperatura ambiente para inocular

las cepas a probar.
En este medio solo se debid realizar un raspado a frutas que contenian el

cladosporium sp. y diluirlo en agua destilada antes de realizar las inoculaciones.
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Agar TCBS.- viene en presentacion microparticulada (en polvo) para disolver en
proporcion de 899 /I.
e De esta manera tomamos 100 ml de agua destilada en un vaso de precipitacion
de 250ml.
e Medimos en la balanza digital 8,9 g del agar TCBS para preparar 100ml de este
medio.
e Afadimos el medio en polvo a los 100ml de agua destilada y colocamos esta
solucidn al calentador eléctrico a una temperatura de 150 °C.
e Mientras calienta se mueve suavemente hasta que se torne traslucido y hierva
por 1 minuto.
e Luego dejamos enfriar hasta que llegue a una temperatura de 45 a 40 °C.
e Luego tomamos una jeringa de 10 ml, pero sin la aguja y procedemos a colocar
6éml del medio en cada seccién de la caja tripetri 0 10 si es bipetri.
e Dejamos solidificar y que se encuentre a temperatura ambiente para inocular

agua de mar y poder aislar las cepas de vibrios a probar.
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Concentracion de cepas bacterianas utilizadas

Las cepas bacterianas y fungicas que se utilizaron, fueron:

Concentracion de cepas utilizadas
Concentracion
Bacterias
X10"7 UFC
Pseudomonas sp. 1
Vibrio vulnficus 1.2
Vibrio alginolyticus 1
Hongos: X107 UFC
Cladosporium sp. 1

Tabla 2. Lista de cepas y sus concentraciones utilizadas para los bioensayos

El método de dilucién fue utilizado para obtener las concentraciones deseadas:

El método de dilucién consistié en tomar una colonia de bacterias del medio sélido o
cepa y la colocamos en el medio liquido (agar Peptona) por el lapso de 24 a incubacion

a 30°C.
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Luego de esto realizamos el conteo utilizando el microscopio y la cAmara de newbauer.
Y para llegar a la concentracion deseada tomamos 1 ml del medio que contiene la

bacteria y lo diluimos afiadiendo agua destilada.

Y ya esta lista nuestra muestra para ser aplicada a las placas.

3.6.1 Antibiogramas

Para realizar los antibiogramas las cepas bacterianas fueron obtenidas de aislamiento
local de laboratorios de produccion de larvas. Una vez en el laboratorio fuero
inoculadas en medio de cultivo agar Pectona de donde se obtuvo la concentracién

deseada.

Cada cepa de bacteria fue inoculada utilizando una micropipeta automatica ajustada a
un contenido de 50 pul de la solucion de bacterias a una concentracion de 1X107 en las
placas bi o tripetri que contiene 20ml de agar nutritivo solidificado a temperatura

ambiente.

Una vez colocados los 50 ul de la solucion de bacteriana sobre el agar esparcimos por
toda la placa mediante un ligero movimiento circular hasta alcanzar esparcir todo el

contenido en la mayor cantidad de area.
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Luego de 2 horas se procedié a la siguiente experimentacion:

Como forma de estandarizar los Bioensayos se hizo uso de una perforadora de papel
comun la cual utilizamos para producir 90 discos de papel filtro con un didmetro de
émm. Que luego 12 fueron hidratados con 10ul de extracto de padina sp. 12 méas
fueron hidratados con 10ul de extracto de Ulva sp. 12 con 10ul de control positivo
oxytetraciclina, 12 con 10pl de control positivo fungirex y 12 con 10ul de control

negativo etanol al 65%.

Luego de 10 minutos estamos listos para colocar los discos de papel filtro que contienen
los extractos de cada alga, los controles positivos antibidtico y el control negativo

etanol al 65% en cada placa inoculada 2 horas antes.

Nota el producto oxytetraciclina viene en capsulas de 250mg, para lo cual debimos
diluirla en agua destilada y obtener las concentraciones deseadas:

e Una tableta en 50 ml nos garantizaba 50 pg en 10 pl.

e Una tableta en 100 ml nos garantizaba 25 pg en 10 pl.

e Una tableta en 250 ml nos garantizaba 10 pg en 10 pl.

e EI fungirex no necesito ser diluido ya que hay en el mercado en presentacion

liquida.

Luego para el control positivo (+) antibiotico 4 discos fueron hidratados con 10 pl de

0XY con una concentracion de 10 pg, seguido de 4 mas a 20 pg de concentracion y por
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ultimo 4 discos mas a 50 pg de concentracion. Y 4 discos hidratados con 10 ul de

fungirex.

Para el control negativo (-) se realiz6 lo mismo pero con etanol al 65% suponiendo el

valor del 30% del extracto algal.

De la misma forma se hidrato los discos para la experimentacién antifungica con 10 ul

de su extracto y control respectivo.

Luego en las cajas que contenian el agar se inoculé con 50ul de la bacteria a una
concentracion de 1X10"7 UFC/ml en toda su superficie. Después de 2 horas se le

coloco los discos previamente hidratados con 10ul de la solucion correspondiente.

Colocamos las placas inoculadas con sus respectivos discos dentro de la incubadora a

una temperatura de 30°C por el lapso de 24 horas.

Cumplidas las 24 horas revisamos las placas y procedemos a medir con un calibrador
pie de rey o vernier los halos de inhibicion producidos en cada control y en especial en

nuestras cajas con los extractos experimentales.

3.6.4 Antifungigrama

Para realizar los antifungigramas la cepa seleccionada fue obtenida de aislamiento de

los puestos de frutas del mercado local. Una vez en el laboratorio fueron colectadas las
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colonias utilizando una espatula y colocadas en 10 ml de agua destilada para luego ser
llevadas a la cdmara de neubauer y luego de contabilizarse fueron sembradas
directamente o inoculadas en medio de cultivo agar sabouraud, a una concentracion de
0,2 X107 en las placas bi o tripetri que contiene 20ml de agar sabouraud solidificado

a temperatura ambiente.

De la misma manera que en los antibiogramas una vez colocados los 50 ul de la
solucion de micotica sobre el agar esparcimos por toda la placa mediante un ligero
movimiento circular hasta alcanzar esparcir todo el contenido en la mayor cantidad de

area.

Luego de 2 horas se procedio a la siguiente experimentacion:

Como forma de estandarizar los Bioensayos se hizo uso de una perforadora de papel
comun la cual utilizamos para producir los discos de papel filtro con un didmetro de
6mm. Que luego 12 fueron hidratados con 10ul de extracto de padina sp. 12 mas
fueron hidratados con 10ul de extracto de Ulva sp. 12 con 10ul de control positivo
oxytetraciclina, 12 con 10ul de control positivo fungirex y 12 con 10ul de control
negativo etanol al 65%.

Luego de 10 minutos estamos listos para colocar los discos de papel filtro que contienen
los extractos de cada alga, los controles positivos antifingico y el control negativo

etanol al 65% en cada placa inoculada 2 horas antes.
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Interpretacion

Finalmente luego que se ha procedido a colocar los discos de cada extracto y control

antibidtico positivo y negativo a una distancia mayor a 2.5 cm el uno del otro, para

permitir la diferenciacion del halo de inhibicion de forma independiente.

Los resultados de las mediciones al cabo de 24 horas se comparan con los sugeridos

para cada uno de los antibidticos y se define a cuales son sensibles (S), Intermedios (I)

y/o resistentes (R).

Segun la siguiente tabla:

Interpretacion de Antibiogramas y sus halos en mm

antibiético | Nombre comun | concentracion (jug) R I S
Cloranfenicol 30 <12 13-17 | 18
Oxytetraciclina Oxy 30 <14 15-18| 19
Trimethoprim Bactrin 1.25/23.75 <10 11-15| 16
Florfenicol Nuflor 30 <16 17-20| 21
Enrofloxacin 5 <15 16-20| 21

Tabla 3. Lista de algunos antibi6ticos y la interpretacion de resultados

Fuente: Dr. Bruno Gomez-Gil, CIAD, AC.
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Para los resultados de las mediciones de los antifungigramas se deben realizar de
preferencia al cabo de 48 horas se comparan con los sugeridos para cada uno de los

antifungicos y se define a cuales son sensibles (S), Intermedios (1) y/o resistentes (R).

Segun la siguiente tabla:

Interpretacion de Antifungigramas y sus halos en mm

Concentracién de
Antimicaético | Siglas Resistente | Intermedio | Susceptible
disco
Fluconazol | FCA 10 pl <14 15-18 >19
Voriconazol | VCZ 10 pl <13 14 - 16 >17
Ketoconazol | KET 10 pl 10 10 -20 20
Fungirex | ....... 10 ul <12 13-15 >16

Tabla 4. Lista de algunos antimicoticos y la interpretacion de sus resultados
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CAPITULO IlI

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Nuestro trabajo estuvo comprendido por tres fases la primera obtener las macroalgas
de la playa de ballenita lugar de donde se extrajo dos muestras de macroalgas que
corresponden a los géneros Padina sp. y Ulva sp. respectivamente. La segunda fase la
obtencion de los extractos con la mayor concentracion para mejor desempefio de sus
metabolitos secundarios donde se obtuvo un 40% de rendimiento del alga vs el vehiculo
etanol 98%. La tercera fase fue realizar los bioensayos tanto antibidticos frente tres

cepas bacterianas como antifungicos ante una cepa.

3. 1 Colecta y transporte de las macroalgas

Se colectaron 50 gramos de cada macroalga y fueron transportadas guardando los

lineamientos antes mencionados en nuestra metodologia.

Figura 2. Macroalgas del género Ulva Figura 3. Macroalgas del género Padina
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3. 2 Elaboracion de extractos

La elaboracion de los extractos se llevo a cabo experimentando proporciones diferentes

tanto de alga como del vehiculo, dando como resultados que las de mejor desempefio

fueron las siguientes:

Rendimiento de Extractos

Volumen
Cantidad Cantidad | Volumen
Macroalga inicial rendimiento
inicial(g) final(g) final (ml)
(etanol)ml
Ulva sp. 10,0 8,0 3,5 16,0 41%
Padina sp. 10,0 10,0 3,0 15,0 47%

Tabla 5. Porcentajes de rendimiento de las macroalgas en sus extractos.

Cabe recalcar que el extracto de la Padina sp.fue al que mayor concentraciéon se le pudo

obtener no obstante el desempefio de sus metabolitos en relacién a su concentracion no

alcanzo el rendimiento deseado ya que el alga Ulva sp. presentd mejores resultados a

pesar de su menor concentracion.

59



3.3 Evaluacion de actividad antibiética

De los extractos utilizados solo el obtenido a partir de ulva sp. mostro resultados
significativos frente a las cepas bacterianas propuestas ya que llevados a la practica
quedarian como antibidticos de efecto intermedio segun la tabla interpretativa antes

descrita

El extracto de Padina sp. muestra una ligera tendencia antibidtica pero no deja de
presentarse una resistencia por parte de las cepas patdgenas empleadas segun se puede

apreciar en las siguientes tablas:

Resultados generales de los antibiogramas

Halos de inhibicion en milimetros (mm)

Tratamiento Pseudomonas sp. | Vibrios a. | Vibrios v.
Control 1(+) Oxy 10ug 23 25 22
Control 2(+) FUNGIREX 10l 6 6 6
Extracto de Ulva sp. 14 14 13
Extracto de Padina sp. 11 9 10
control(-) etanol 65% 7 7 6

Tabla 6. Resultados generales de los antibiogramas con 10ug de oxy en los discos.
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Resultados generales de los antibiogramas

Halos de inhibicion en milimetros (mm)

Tratamiento Pseudomonas sp. | Vibrios a. | Vibrios v.
Control 1(+) Oxy 25ug 25 25 25
Control 2(+) FUNGIREX 10ul 6 6 6
Extracto de Ulva sp. 14 13 14
Extracto de Padina sp. 10 9 10
control(-) etanol 65% 7 7 6

Tabla 7. Resultados generales de los antibiogramas con 25pg de oxy en los discos.

Resultados generales de los antibiogramas

Halos de inhibicion en milimetros (mm)

Tratamiento Pseudomonas sp. | Vibrios a. | Vibrios v.
Control 1(+) Oxy 50ug 28 30 30
Control 2(+) FUNGIREX 10l 6 6 6
Extracto de Ulva sp. 14 14 14
Extracto de Padina sp. 10 9 11
control(-) etanol 65% 7 7 6
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3.4 Evaluacion de desemperio frente al antibiotico convencional

Tomando como referencia los antibiogramas con el antibidtico oxy a una concentracion

de 10 pg en cada disco el desempefio de nuestros extractos fue el siguiente:

Bioensayo frente a Pseudomonas sp.
Tratamiento Halo de inhibicién | Desempefio | Eficiencia
Control 1(+) Oxy 10ug 23 17 100%
Control 2(+) FUNGIREX 10l 6 0 0%
Extracto de Ulva sp 14 8 47%
Extracto de Padina sp. 11 5 29%
control(-) etanol 65% 7 1 6%

Tabla 9. Resultados de antibiogramas con 10ug de oxy en los discos frente a

Pseudomonas sp.

Pseudomonas sp.

control(-) etanol 65% _6%

Extracto de Padina sp. [w23%

Extracto de Ulvasp [ 41%

Tratamientos

Control 2(+) FUNGIREX 10pl | 0%

Control 1(+) Oxi 10pg | 100%

0 5 10 15 20
Halo de inhibicion (mm)

u Eficiencia m Desempefio

Figura 4. Desempefio porcentual de los extractos en antibiograma de Pseudomonas.
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Bioensayo frente a Vibrios a.
Tratamiento Halo de inhibicién | Desempefio | Eficiencia
Control 1(+) Oxi 10ug 25 19 100%
Control 2(+) FUNGIREX 10pl 6 0 0%
Extracto de Ulva sp 14 8 42%
Extracto de Padina sp. 9 3 16%
control(-) etanol 65% 7 1 5%

Tabla 10. Resultados de antibiogramas con 10pg de oxy en los discos frente a

Vibrios a.

Vibrios a.

5%
[

16%

control(-) etanol 65%

Extracto de Padina sp.

Extracto de Ulvasp | 42%

Tratamientos

Control 2(+) FUNGIREX 10p1 | 0%

[ 100%
-
0 5 10 15 20

Halo de inhibicion (mm)

Control 1(+) Oxi 10ug

m Eficiencia = Desempefio

Figura 5. Desempefio porcentual de los extractos en antibiograma de Vibrios a.
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Bioensayo frente a Vibrios v.

Tratamiento Halo de inhibicién | Desempefio | Eficiencia
Control 1(+) Oxi 10ug 22 16 100%
Control 2(+) FUNGIREX 10l 6 0 0%
Extracto de Ulva sp 13 7 44%
Extracto de Padina sp. 10 4 25%
control(-) etanol 65% 7 1 6%

Tabla 11. Resultados de antibiogramas con 10pg de oxy en los discos frente a

Vibrios v.

Vibrios V.

control(-) etanol 65% L6%
Extracto de Padina sp.

Extracto de Ulvasp |

Tratamientos

Control 2(+) FUNGIREX 10l | 0%

Control 1(+) Oxi 10ug [+

0 5 10 15 20
Halo de inhibicion (mm)

m Eficiencia = Desempefio

Figura 6. Desempefio porcentual de los extractos en antibiograma de Vibrios v.
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En todo caso los resultados muestran que los extractos obtenidos de las macroalgas del
género Ulva siempre alcanzaron un desempefio por encima del 40% frente al oxy mas

la Padina en su mejor presentacion no alcanzo ni el 30%.

3. 4 Evaluacion de actividad antifungica

De los extractos utilizados solo el obtenido a partir de Ulva sp. mostré buenos
resultados significativos frente a la cepa fungica Cladosporium sp. ya que llevados a
la practica quedarian como antifingico o antimicotico de efecto intermedio a
susceptible segln la tabla interpretativa antes descrita

El extracto de Padina sp. no muestra una actividad antifingica ya que la cepa de
Cladosporium sp. presentd una resistencia muy significativa segun se puede apreciar

en las siguiente tabla:

Bioensayo frente a Hongo (Cladosporium sp.)

Tratamiento Halo de inhibicion | Desempefio | Eficiencia
Control 1(+) Oxi 10ug 8 2 22%
Control 2(+) FUNGIREX 10pl 15 9 100%
Extracto de Ulva sp. 11 5 56%
Extracto de Padina sp. 7 1 6%
control(-) etanol 65% 6 0 0%

Tabla 12. Resultados generales de los antifungigramas.
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Cladosporium sp.

control(-) etanol 65%
Extracto de Padina sp.

Extracto de Ulva sp.

Tratamientos

Control 2(+) FUNGIREX 10pl

Control 1(+) Oxi 10ug

0 2 4 6 8 10
Halo de inhibicion (mm)

m Eficiencia ® Desempefio

Figura 7. Desempefio porcentual de los extractos en los antifungigramas realizados a

Cladosporium sp.

De igual manera que en los antibiogramas aqui los resultados muestran que los
extractos obtenidos de las macroalgas del género Ulva alcanzaron un desempefio por
encima del 55% frente al de fungirex un antimicético comprobado y de venta libre en
el mercado més la Padina no presentd una buena presentacion ya que no alcanzo ni el

25% de eficiencia.
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CONCLUSIONES

De las proporciones experimentadas de alga Vs. Etanol dos de ellas fueron las
gue mayor concentracion de metabolitos presentaron con mejores condiciones

para su uso en las pruebas antibidticas y antifungica.

Los extractos obtenidos de las macroalgas ulva sp. acttan significativamente
como antibioticos y antifangicos, no asi los de las macroalgas Padina sp. esto
se debe por que presentan variantes en sus metobolitos y/o substancias

quimicas.

Los metabolitos secundarios de las macroalgas Ulva sp. y Padina sp. presentan
una bioactividad considerable con efectos inhibitorios antifingicos y
antibioticos que pueden ser explotados a nivel industrial para sustituir

productos como el oxytetraciclina.

En general el proceso de extraccion de los metabolitos secundarios de la Ulva
sp. de manera manual revela que implementando nuevas técnicas y/o
instrumentos se puede obtener mayores concentraciones reflejando mayor

eficiencia.
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RECOMENDACIONES

» Los bioensayos evaluativos de este tipo deben extenderse hacia otros grupos de
macro y micro algas con énfasis a su aplicacion en los campos de la nutricion,

la farmacologia y la biorremediacion.

» Es necesario la elaboracion de nuevos procesos e instrumentos de mayor
eficiencia que permitan la extraccion de los metabolitos secundarios en

mayores concentraciones.

» A partir de estos resultados realizar ensayos para obtener las moléculas puras
responsables de la bioactividad en estas macroalgas y de ser posibles llegar a

sintetizarlas.
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ANEXOS

Anexo 2. Macroalgas del género Ulva adheridas al sustrato rocoso.
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Anexo 3. Hielera de 12 litros con las muestras colectadas.

Anexo 4. Masa de un organismo de Padina sp.
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Anexo 6. Filtracion de la pasta por 3 ldminas de papel filtro.
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Anexo 7. Residuos de algas después de la filtracion.

Anexo 8. Almacenamiento de los extractos en envases color ambar de 30ml.
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Anexo 10. Cepas bacterianas utilizadas.
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Anexo 11. Cepas bacterianas en medio liquido.

Anexo 12. Capsulas de Oxytetraciclina de 250 mg utilizadas.
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Anexo 14. Discos de papel filtro listos para ser hidratados.
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Anexo 15. Hidratacion de discos de papel mediante micro pipeta automatica.

Anexo 16. Halo de inhibicion del antibidtico Oxytetraciclina.
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Anexo 18. Halo de inhibicidn del extracto de Ulva frente a Vibrios v.
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Anexo 19. Halo de inhibicion del extracto de Ulva frente a Vibrios a.

Anexo 20. Halo de inhibicion del extracto de Padina frente a Vibrios v.
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Anexo 21. Halo de inhibicidn del extracto de Padina frente a Vibrios a.

Anexo 22. Halo de inhibicion del antimicotico fungirex frente al Cladosporium sp.
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Anexo 24. Halo de inhibicion del extracto de Padina sp.
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