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RESUMEN 

 

Para controlar el biofouling se han utilizado pinturas a base de compuestos que son 

tóxicos para los organismos marinos, debido a esto y al hecho de que los 

compuestos se vuelven persistentes en el ambiente, existe un esfuerzo intensivo 

hacia la búsqueda de soluciones más amigables con los organismos “no-objetivo” y 

que sean biodegradables. En este sentido, las bacterias han demostrado ser una 

fuente de compuestos con potencial antiincrustante, entre ellas una cepa de 

Staphylococcus aureus aislada de Rhizophora mangle. Se obtuvieron 15 extractos 

variando el medio de cultivo y los solventes utilizados para la extracción. Se 

seleccionaron los extractos más activos frente a bacterias formadoras de biopelícula 

(BFB), y con base en su comparación cromatográfica y toxicidad frente Artemia 

franciscana. Los cuatro extractos seleccionados fueron incluidos en un gel para 

realizar los ensayos de actividad antiincrustante a diferentes concentraciones durante 

30 días. Entre los tratamientos y las concentraciones no se encontraron diferencias 

significativas, teniendo un promedio de 4% de cobertura con respecto al blanco 

(25%). Los grupos de organismos incrustantes más abundantes entre los 

tratamientos fueron las algas y briozoarios. Los tres extractos con los mejores 

resultados se evaluaron por su capacidad de inhibir BFB, microalgas, así como a la 

enzima fenoloxidasa y actividad tóxica frente a la línea celular 16HBE. Los extractos 

mostraron una tendencia a inhibir la adhesión de los microorganismos probados y 

son inocuos frente a la línea celular probada. Solo el extracto de CH2Cl2 inhibió a la 

enzima fenoloxidasa y se seleccionó junto con el extracto acuoso que mostró 

también los mejores resultados en todos los bioensayos, para ser incorporados en 

una matriz de pintura a la concentración más efectiva y aplicarla sobre placas 

acrílicas, utilizando como control pintura con cobre. La pintura con el extracto acuoso 

mostró una cobertura del 46%, mientras que la que contenía el extracto de CH2Cl2 

fue de 32%, por lo que se concluye que el extracto de CH2Cl2 es el más efectivo para 

inhibir el asentamiento de organismos. 

 

Palabras Clave: Extractos crudos, pinturas, biopelículas, inhibición de asentamiento. 
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ABSTRACT 

 

To control biofouling, paints based on compounds that are toxic to marine organisms 

have been used, due to this and the fact that the compounds become persistent in 

the environment, there is an intensive effort towards finding more friendly solutions 

with “non-target” organisms that are biodegradable. In this sense, bacteria have 

proven to be a source of compounds with antifouling potential, including a strain of 

Staphylococcus aureus isolated from Rhizophora mangle. 15 extracts were obtained 

by varying the culture medium and the solvents used for the extraction. The most 

active extracts against biofilm-forming bacteria (BFB) were selected, and based on 

their chromatographic comparison and toxicity against Artemia franciscana. The four 

selected extracts were included in a gel to perform antifouling activity tests at different 

concentrations for 30 days. Between treatments and concentrations there were no 

significant differences, having an average of 4% coverage with respect to the target 

(25%). The most abundant groups of encrusting organisms among the treatments 

were algae and bryozoa. The three extracts with the best results were evaluated for 

their ability to inhibit BFB, microalgae, as well as the enzyme phenoloxidase and toxic 

activity against the 16HBE cell line. The extracts showed a tendency to inhibit the 

adhesion of the microorganisms tested and are harmless against the cell line tested. 

Only the CH2Cl2 extract inhibited the enzyme phenoloxidase and was selected 

together with the extract aqueous that showed the best results in all bioassays too, to 

be incorporated at the most effective concentration into a paint matrix and applied on 

acrylic plates, using as control painting with copper. The paint with the aqueous 

extract showed a coverage of 46%, while the one containing the CH2Cl2 extract was 

32%, so it is concluded that the CH2Cl2 extract is the most effective in inhibiting the 

settlement of organisms. 

 

Keywords: Crude extracts, paints, biofilms, settlement inhibition.
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1. INTRODUCCIÓN 

 

 El fouling es el término generalmente usado para describir el asentamiento de 

una alta diversidad de organismos sobre la superficie de estructuras sumergidas 

(Abarzua y Jakubowski, 1995; Calixto et al., 2007). Algunos autores coinciden con 

que el biofouling es un fenómeno indeseable de adherencia y acumulación de 

depósitos bióticos sobre superficies artificiales sumergidas o en contacto con el agua 

de mar (Eguía, 2000; Eguía et al., 2006; UICN, 2007). 

 Estas incrustaciones biológicas o biofouling, responden a un proceso natural y 

obedecen a un modelo de sucesión (Sauer y Baptista, 2007), que inicia en el 

momento en que el sustrato entra en contacto con el agua de mar y ocurre un 

acondicionamiento bioquímico a través de la adsorción del material orgánico disuelto, 

como polisacáridos, proteínas, lípidos y aminoácidos. Esto da lugar a la formación de 

una película que posibilita la siguiente etapa, inicialmente las bacterias pioneras se 

adhieren formando una biopelícula estratificada que a su vez genera señales 

químicas que pueden actuar como atrayentes o disuasores para el establecimiento 

de microalgas, esporas de algas, hongos, protozoarios y finalmente larvas de 

invertebrados que conforman lo que se conoce como macro-incrustación (Pawlik, 

1992; Fusetani y Clare, 2006). 

 La fijación de estos organismos incrustantes puede perjudicar la eficiencia 

operacional de un barco, afectando su normal desplazamiento y produciendo un 

importante aumento en el consumo del combustible, este aumento podría llevar a la 

producción y liberación al medio ambiente de 210 millones de toneladas de CO2 y 5.6 

millones de toneladas de SO2 (IMO-International Maritime Organization, 2002; Nobel, 

2015).  

 En el sector acuícola, los organismos del fouling se adhieren a las estructuras 

de los cultivos deteriorando estos materiales, consecuentemente reducen el tiempo 

de duración (Loayza, 2011), e incrementan los costos por mantenimiento (Avendaño 

et al., 2001; LeBlanc et al., 2002; Ross et al., 2004), que pueden llegar a representar 

entre 30 a 50% del costo de producción (Méndez, 2007; Loayza, 2011). Los 
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organismos incrustantes cubren la superficie de las linternas cilíndricas de cultivo 

alterando el flujo de agua (Sharp et al., 2006; Hincapié-Cárdenas, 2007), disminuyen 

también el suministro de alimento (Uribe y Blanco, 2001; Uribe et al., 2001; LeBlanc 

et al., 2002; Villarroel et al., 2003), la tasa de ingestión (Uribe y Blanco, 2001), 

disponibilidad de oxígeno y la depuración de residuos metabólicos (Wahl, 1989), 

también afectan negativamente el crecimiento y supervivencia de los organismos en 

cultivo (Navarro, 2001). 

 Además de los daños materiales que puede causar, la formación de biofouling 

puede acantonar patógenos y especies exóticas que pueden ser transportadas de 

forma involuntaria poniendo en riesgo la salud de ecosistemas completos (Urrutia et 

al., 2016).  

 Alrededor del mundo se han empleado diversos materiales y mecanismos para 

controlar este fenómeno, principalmente pinturas o recubrimientos a base de metales 

como el estaño, el cobre, plomo, zinc y arsénico que al incorporarse a moléculas 

orgánicas se vuelven tóxicos (Callow y Callow, 2002), y producen efectos adversos 

en el crecimiento y desarrollo genital en gasterópodos (Urrutia et al., 2016), generan 

malformaciones en las conchas de las ostras, producen acumulaciones de 

sustancias tóxicas dentro del organismo y debilitan el sistema inmunológico en larvas 

de moluscos (Yebra et al., 2006).   

 Es por esto por lo que entró en vigor, después de 10 años de restricción, el 

tratado de la Organización Internacional Maritima (IMO) en el año 2008 para prohibir 

el uso de los productos basados en Tributilo de Estaño (TBT) (Ralston y Swain, 

2009), este hecho ha obligado a muchos países a regular y restringir el uso de 

compuestos químicos (Champ, 2001). 

 Debido a esto, se ha forzado a las industrias a encontrar sustancias útiles, 

efectivas y selectivas para el control del fouling, y que no sean tóxicas para la fauna y 

flora marina. Se han realizado muchas investigaciones hacia la búsqueda y potencial 

uso de sustancias naturales con actividad antifouling y que muestren poca o nula 

toxicidad frente a organismos no objetivo con el fin de emplearlas como nuevos 

componentes en pinturas y recubrimientos para embarcaciones (Wahl, 1989; Clare, 
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1998; Arias et al., 2006; Tsoukatou et al., 2007). De esta forma, se han obtenido e 

identificado compuestos con propiedades antifouling a partir de bacterias, algas, 

esponjas, octocorales, briozoos y ascidias (De Nys et al., 1995; Henrikson y Pawlik, 

1995; Clare y Matsumura, 2000; Rittschof, 2000; Nylund y Pavia, 2003; Arias et al., 

2006). 

 Debido a la preocupación sobre una explotación de organismos marinos para el 

aprovechamiento de productos naturales y su abastecimiento (Hunt y Vicent, 2006), 

se ha considerado que los microorganismos marinos como las bacterias, son una 

fuente viable para la búsqueda de moléculas bioactivas, ya que se pueden obtener 

cultivos a grandes escalas para la obtención de los compuestos (Ortega-Morales et 

al., 2008; Soliev et al., 2011). Es por eso, que el objetivo del presente trabajo es 

evaluar la actividad antiincrustante de los extractos orgánicos de la bacteria 

Staphylococcus aureus. 
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1. Problemática del biofouling 

 El biofouling es un problema complejo y recurrente en los sectores industriales, 

ya que consta de cuatro diferentes fases en las que los micro o macroorganismos se 

adhieren. 

 Primero las moléculas orgánicas, como polisacáridos, proteínas, proteoglicanos, 

y posiblemente compuestos inorgánicos, son rápidamente acumuladas en cada 

superficie, dando lugar a lo que se llama condicionamiento de la película. Este 

proceso es esencialmente presidido por fuerzas físicas, interacciones electrostáticas 

y fuerzas de van der Waals (Yebra et al., 2004). 

 Las biopelículas o tapetes microbianos son la segunda fase del biofouling. Las 

biopelículas fueron descritas por Marshall, entre 1984 y 1992, como la colección de 

microorganismos y sus productos extracelulares rodeados de una superficie sólida 

(Sánchez y Torres, 2005), crecen principalmente sobre sustratos sólidos, como 

metales, vidrio, plástico, rocas, madera, micrófitos, sedimentos gruesos o suaves 

(Wetzel, 1975). Estas biopelículas son ensamblajes de bacterias, cianobacterias y en 

menor proporción, de hongos. Las formaciones de estas biopelículas se llevan a 

cabo en cuatro etapas: 1) agregación y adhesión reversible, 2) desarrollo,                          

3) maduración de la biopelícula y 4) desprendimiento (O’Toole et al., 2000). 

 La existencia de exudados adhesivos y la aspereza de las colonias microbianas 

irregulares ayudan a atrapar más partículas y organismos, como esporas de algas, 

cipris de balanos, hongos marinos y protozoarios, algunos de los cuales pueden ser 

atraídos por estimulaciones sensoriales. La transición de biopelículas microbianas a 

una comunidad más compleja típicamente incluye productores primarios 

multicelulares, herbívoros y descomponedores considerados como la tercera fase del 

biofouling (Yebra et al., 2004). 

 La cuarta y última fase envuelve el asentamiento y el crecimiento de 

invertebrados marinos junto con el crecimiento de macroalgas (Davies, 1995). Las 

características típicas de los macroorganismos incrustantes son metamorfosis 
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rápidas, tasas de crecimiento más rápidas y alta adaptabilidad a los diferentes 

ambientes (Yebra, 2004). 

 En este contexto, el desarrollo del biofouling en la industria acuícola como, por 

ejemplo, en las estructuras del cultivo de Argopecten purpuratus en Perú ocasiona 

impactos negativos en los bivalvos (Loayza, 2011). En el cultivo de ostras, Arakawa 

(1980) señala que generalmente ocurre una intensa competitividad entre los 

organismos del biofouling y las ostras, que podría significar que estas dejen de 

crecer, y si el grado de colonización es severo, las ostras podrían asfixiarse y morir. 

 Este proceso también aumenta los costos de mantenimiento y reparación de 

superficies sumergidas (naves, redes, balsas y jaulas) hasta a 4 billones de dólares 

anuales a nivel mundial, incluyendo principalmente a la industria naviera, debido a 

que la formación de este fenómeno ocasiona gastos sustancialmente elevados por el 

consumo de gasolina, corrosión y limpieza de barcos (Urrutia et al., 2016). 

 Pero no solo afecta la rentabilidad económica de las empresas, sino también al 

ambiente marino; de tal modo que si el problema persistiera podría, en un mediano 

plazo, comprometer la viabilidad para sostener la actividad económica (Loayza, 

2011). 

 

2.2. Control del biofouling  

 A nivel mundial, dados los problemas que genera el biofouling, se están 

desarrollando estudios aplicando métodos físicos, químicos y biológicos (da Gama et 

al., 2003). Estos van desde combatir el asentamiento inicial, prevenir el desarrollo del 

fouling y removerlo. 

  Dentro de los principales desarrollos se encuentran una gran variedad de 

esquemas de recubrimientos antifouling que incluyen dentro de sus matrices agentes 

biocidas. Sin embargo, debido al uso indiscriminado de sustancias de gran toxicidad 

y las consecuencias negativas que ello acarrea para el ecosistema marino 

progresivamente se ha ido legislando para limitar y prohibir pinturas con 

determinados biocidas; por ejemplo, los derivados orgánicos del estaño como el TBT 

(Tabla 1), por los efectos adversos que producen al ambiente (IMO, 2002). Abarzua y 
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Jakubowski (1995) reportan deformaciones en las valvas de Crassostrea gigas por 

efecto del TBT, y Barreiro et al. (2004) hacen una revisión y además demuestran que 

bajas concentraciones de TBT inducen la anomalía denominada imposex 

(superimposición de rasgos masculinos en las hembras), en los gasterópodos 

Nucella lapillos y Nassarius reticulatus, que se refleja en la aparición de un pene y el 

espermaducto en las hembras (Abarzua y Jakubowski, 1995). 

 En la actualidad, el principal tipo de recubrimiento empleado por la industria 

marítima es el formulado a base de cobre, el cual es efectivo contra algas y 

organismos incrustantes calcáreos (Callow y Callow, 2002), pero su uso en pinturas 

antifouling (AF) está bajo escrutinio en varios países y tiene un futuro incierto 

(Dafforn et al., 2011) (Tabla 1), ya que el comportamiento de estas pinturas depende 

de diversos factores, tales como, el tipo de organismos sobre los que ha de actuar, 

las condiciones físico-químicas de la columna de agua, entre otras (Barcia-Leal et al., 

1995). 

Tabla 1. Desarrollo histórico de estrategias AF (Dafforn et al., 2011). 

Línea del Tiempo Grandes eventos 

1500 – 300 A.C. Uso de láminas de plomo y cobre en recipientes de madera. 

1800 – 1900s Metales pesados (cobre, arsénico, mercurio) incorporados en 

recubrimientos. 

1800s – presente Uso continuo de cobre en recubrimientos AF. 

1960s Desarrollo del TBT en recubrimientos convencionales. 

1974 Granjas de ostras reportan crecimiento anormal de la concha. 

1977 Primer lanzamiento de patente AF. 

1980s El desarrollo de recubrimientos de TBT SPC permitió el control de las 

tasas de liberación de biocidas. 

1980s El TBT vinculado a anormalidades en conchas de Crassostrea gigas y 

el imposex en Nucella lapillus. 

1987s – 90 Revestimientos de TBT prohibidos en embarcaciones <25 m en 

Francia, UK, USA, Canadá, Australia, EU, NZ y Japón. 

1990s – presente Restricciones de tasa de liberación de cobre introducidas en 

Dinamarca y consideradas en otros países, ejem. California, USA. 

2000s Aumenta la investigación sobre alternativas AF ecológicas. 

2001 IMO adopta la “Convención AFs” para eliminar al TBT de los 

recubrimientos AF de embarcaciones mediante: 

 2003 – Prohibición de una mayor aplicación de TBT. 

 2008 – Prohibición de presencia activa de TBT. 

2008 IMO “Convención AFs” entró en vigor. 
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 Debido a esto, la búsqueda de alternativas para el control del biofouling se ha 

basado en compuestos que muestren poca o nula toxicidad, por lo cual son probados 

frente a organismos modelo como es el caso del crustáceo Artemia (Castritsi-

Catharios et al., 2007; Koutsaftis y Aoyama, 2007; Karlsson et al., 2010; Alyürük y 

Çavaş, 2013; Jung et al., 2017), moluscos (Iyapparaj et al., 2013) y cirrípedos 

(Rittschof et al., 1992; Hellio et al., 2005; Stupak et al., 2003). 

 

2.3. Propiedades antifouling  de organismos marinos 

 La búsqueda de compuestos activos naturales se centra en organismos 

marinos como lo son algas, bacterias, esponjas y corales por nombrar algunos 

(Armstrong et al., 2000; Rittschof, 2001). Los extractos químicos de estos 

organismos contienen un vasto despliegue de compuestos con actividad 

antibacteriana, antialgal, antilarval y otras actividades nocivas, menos definidas, que 

podrían ser empleadas para impedir, controlar o inducir la epibiosis (Henrikson y 

Pawlik, 1995). 

 En algunas macroalgas, por ejemplo, no existe presencia de organismos 

adheridos en su superficie por lo que se han considerado como una fuente para la 

búsqueda de compuestos que logran inhibir el fouling, como es el caso del alga roja 

Delisea pulchra (Greville) Montagne que produce furanonas, las cuales protegen a la 

planta de la colonización bacteriana y posterior formación de biopelículas 

microbianas y del fouling (de Nys et al., 1995, Maximilien et al., 1998). El alga parda 

Sargassum wightii (Greville) también ha presentado evidencia de que genera 

diotilftalato, el cual posee actividad antibacteriana (Sastry y Rao, 1995) y 

posiblemente sea el mismo compuesto el que le otorga las propiedades antifouling 

(Iyapparaj et al., 2012). 

 Sánchez-Lozano et al., (2019) evalúan la actividad antiincrustante de los 

extractos de cinco especies de macroalgas y dos especies de esponjas tanto en 

ensayos in vitro como ensayos en campo. Ellos mencionan que los extractos 

obtenidos de Haliclona caerulea y Sargassum horridum muestran una reducción del 

32 % del biofouling en comparación con el control (pintura antifouling comercial). 
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 Los poríferos son uno de los grupos marinos con mayor cantidad y variedad de 

metabolitos secundarios (Fenical, 1982; Lanza et al., 2006), cuyos posibles usos van 

desde compuestos antibacterianos (Hu et al., 2002), antitumorales, antiparasitarios, 

insecticidas hasta antifouling (Acosta y Rodríguez, 1992; García et al., 1994). Lanza 

et al. (2006) aislaron un terpeno de la esponja marina Aplysina fistularis que mostró 

actividad antibacteriana. Yang et al. (2006) aislaron compuestos con propiedades 

antifouling de la esponja marina Acanthella cavernosa, los dos compuestos aislados 

mostraron actividad antibacteriana y la inhibición del asentamiento de poliquetos 

durante su etapa larval en ensayos de campo.  

 Las sustancias contenidas en el extracto crudo del pez globo son prometedoras 

ya que han mostrado actividad antiincrustante, estos organismos son parte de un 

grupo llamado peces con tetradotoxinas. Soliman et al. (2014) evaluaron los 

extractos crudos aislados de los ovarios y mucus de dos especies de pez globo 

Amblyrhynchotes hypselogenion y Lagocephalus sceleratus disueltos en una matriz 

de pintura, y estimaron los porcentajes de cobertura de organismos adheridos, 

encontrando que el extracto obtenido de A. hypselogenion mostró los mejores 

porcentajes de inhibición de asentamiento. 

 

2.4. Propiedades antifouling  de microorganismos marinos  

 Los microorganismos han mostrado poseer una capacidad metabólica superior 

a la de los macroorganismos; además, muchos de los compuestos aislados a partir 

de macroorganismos son en realidad producidos por los microorganismos asociados 

a ellos (Bhatnagar y Kim, 2010). Las bacterias marinas, han sido consideradas con 

frecuencia como productoras de sustancias antibacterianas, permitiendo la 

estabilidad ecológica de múltiples ecosistemas marinos, así como también las 

interrelaciones entre microorganismos de ambientes epifíticos (Fredrickson y 

Stephanopoulus, 1981; Lemos et al., 1985; Fabregas et al., 1991 en Avendaño-

Herrera et al., 2005).    

 Recientemente se han incrementado los estudios de bacterias simbiontes, ya 

que además se ha encontrado que producen una mayor proporción de compuestos 
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con actividades antibacterianas y antiincrustantes que aquellas que ocurren como 

formas planctónicas (de vida libre) (Hellio et al., 2004; Estrada et al., 2005; Ahmed et 

al., 2007; Dash et al., 2009; Aguila-Ramírez, 2012; Ramasubburayan et al., 2015). 

Un ejemplo de esto es la bacteria marina, Bacillus licheniformis aislada de la esponja 

Halichondria sp., donde el filtrado del cultivo libre de células mostró actividad 

antimicrobiana significativa (Devi et al., 2010). 

 Aguila-Ramírez et al., (2014) aislaron y caracterizaron 63 bacterias asociadas a 

la esponja marina Aplysina gerardogreeni, de las cuales se obtuvieron los extractos 

orgánicos para evaluar la actividad antimicrobiana frente a 16 bacterias y cinco 

microalgas conocidas como colonizadoras en el proceso de biofouling. Los 

resultados mostraron que el 87% de los extractos bacterianos fueron activos frente a 

los microorganismos probados. 

 Ramasubburayan et al. (2015) aislaron 157 cepas bacterianas asociadas a la 

raíz y rizosfera de cinco diferentes especies de mangle. De ellas, solo 14 cepas 

mostraron actividad en la prueba de antagonismo. Posteriormente, realizaron la 

extracción de metabolitos secundarios de estas cepas y evaluaron la actividad 

antibacteriana, antimicroalgal y antimacroincrustante, encontrando que la cepa que 

presentó mayor actividad fue identificada como Bacillus subtilis subsp. subtilis 

(MAB6).Existen además otros reportes de metabolitos producidos por bacterias del 

género Bacillus con actividad antiincrustante aisladas de diferentes sustratos 

(Burguess et al., 2003).  

 Esta misma actividad se les ha atribuido a algunas especies del género 

Pseudoalteromonas (Baumann et al., 1984; Egan et al., 2000 en Mateus, 2011) que 

previenen el asentamiento de esporas de algas y larvas de invertebrados (Dobretsov 

et al., 2009; Holmstrom et al., 2002 en Ma et al., 2009). 

 Zapata et al. (2007) evaluaron el efecto de 73 cepas bacterianas sobre el 

asentamiento larval de Ciona intestinalis y Pyura praeputialis, demostrando que el 

20% de estas tienen efecto positivo sobre la inhibición  del asentamiento larval. 

 Para el género Staphylococcus, se han realizado estudios en donde 

demuestran su capacidad para producir compuestos con actividad antimicrobiana, 
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como los realizados por Pakseresht y Waleed (2014) quienes evaluaron la actividad 

antimicrobiana de metabolitos producidos por S. aureus por el método de difusión en 

agar y encontraron que tiene la misma capacidad de inhibir el crecimiento de 

bacterias que la ampicilina y Zhang et al. (2016) quienes aislaron una bacteria de los 

órganos internos de un tiburón que fue identificada como S. epidermidis, la cual 

mostró actividad antimicrobiana frente a diferentes patógenos. 

 Por otro lado Jaddoa et al., (2016) identificaron compuestos orgánicos volátiles 

obtenidos de la cepa S. aureus aislada de pacientes con bronquitis con el fin de 

analizar los productos químicos bioactivos que produce la cepa y así poder evaluar la 

actividad antifúngica y antibacteriana (Tabla 2). 

Tabla 2. Compuestos químicos bioactivos identificados en el extracto metanólico de 

Staphylococcus aureus. 

ACTIVIDAD 
COMPUESTOS 

QUÍMICOS BIOACTIVOS 
ESTRUCTURA 

Antimicrobiana 

Ácido hexanoico, 2-

methyl- 
 

1-Hexadecanol -2-methyl-  

Ácido 12-Octadecenoic, 

éster metílico  

12-hidroxi-9-

octadecenoato de metilo  

Antibacteriana 

y antifúngica 

N-(2,5-Diciano-3,4-dihidro-

2H-pirrol-2-il)-acetamida 
 

Benzil metil cetona 

 

Antibacteriana l-Leucil-d-leucina 
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 En estudios recientes se realizó una prospección con bacterias aisladas de 

diferentes sustratos marinos con la finalidad de encontrar cepas productoras de 

compuestos con actividad antifouling, una de las que mostró mayor potencial fue 

aislada de una hoja de Rhizophora mangle que inhibió el crecimiento de bacterias 

formadoras de biopelículas en condiciones de laboratorio, con resultados muy 

similares a los de una pintura antiincrustante comercial utilizada como control 

positivo. Posteriormente, se identificó molecularmente, encontrando que se 

relacionaba con una especie del género Staphylococcus, y se determinó que el 

extracto de esta cepa obtenido con Resina Diaion HP-20 (metanol:acetato de etilo 

1:1) incorporado a un agente gelificante tenía potencial antiincrustante, con un 

porcentaje de cobertura muy similar al del control positivo (oxido cuproso) (5%) 

(Rico-Virgen 2017; Sánchez-Rodríguez et al., 2018).  

 De estos resultados surgieron nuevas preguntas de investigación que fueron 

retomadas en este trabajo de tesis. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

 

 La biotecnología ha sido una prioridad en la búsqueda de nuevos métodos para 

controlar el biofouling, ya que, alrededor del mundo se han empleado diversos 

materiales y mecanismos para controlar este fenómeno, principalmente pinturas o 

recubrimientos que disuaden el asentamiento larval sobre la superficie tratada. Entre 

las sustancias químicas utilizadas para el control de este fenómeno, se destacan los 

metales como el estaño, el cobre, plomo, zinc y arsénico que al incorporarse en 

moléculas orgánicas son tóxicos, se bioacumulan y biomagnifican afectando una 

amplia gama de organismos y al hombre (Callow y Callow, 2002). Los diversos 

componentes de las pinturas antifouling son liberados a tasas variables, sufriendo 

procesos de transformación, degradación y acumulación, en diferentes cantidades a 

través de la red trófica, el agua y el sedimento (Rittschof, 2000; Thomas, 2001). 

Algunos compuestos como el Sea-Nine 211, las piritionas de zinc y el Irgarol 1051 

son utilizados actualmente como alternativas al TBT. Sin embargo, estos productos 

presentan toxicidad y su uso masivo ha provocado que sus concentraciones en el 

ambiente superen los límites establecidos, por lo que han sido prohibidos en algunos 

países (Ranke y Jastorff, 2000; Callow y Callow, 2002). 

 Dada la necesidad de encontrar sustancias útiles, efectivas y selectivas para el 

control del fouling y que no sean tóxicas para la fauna y flora marina, se están 

realizando investigaciones hacia la búsqueda de sustancias naturales con actividad 

antifouling, con potencial uso como componentes en pinturas y recubrimientos para 

embarcaciones. Los productos naturales constituyen una alternativa prometedora 

para el control del biofouling. En este sentido, los compuestos de origen marino son 

de especial interés ya que se producen en el propio entorno oceánico y son 

fácilmente biodegradables, haciendo más probable encontrar sustancias con 

actividad antifouling y niveles de toxicidad aceptables (Dobretsov y Qian, 2004; Hellio 

et al., 2004; Maréchal et al., 2004; Dworjanyn et al., 2006; Nylund et al., 2007; Qian 

et al., 2007). Como es el caso de las bacterias, que producen compuestos con 

actividad antimicrobiana, antibiofilm, antimicroalgal y antilarval, entre otras, además 
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de tener la ventaja sobre otros organismos marinos de poder ser cultivadas a mayor 

escala para la obtención de los extractos o compuestos activos. 

 Con base en los antecedentes mencionados anteriormente sobre una cepa de 

Staphylococcus aislada del manglar con potencial actividad antifouling, en este 

trabajo se plantea un estudio más detallado para la obtención de extractos y su 

incorporación en un recubrimiento, ya que son necesarios los estudios en los que se 

ensayen las sustancias ante un espectro más amplio de organismos, así como su 

evaluación y efectividad bajo condiciones ambientales naturales, con un aporte de 

larvas y microorganismos propio del ambiente marino natural, que son las 

condiciones reales a las que se expondría un recubrimiento o compuesto antifouling 

si es aplicado sobre una estructura artificial en el mar (Henrikson y Pawlik, 1995; 

Fusetani, 1997; Vetere et al., 1999; Rittschof, 2000).  
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4. HIPÓTESIS 

 

 Staphylococcus aureus produce metabolitos con actividad antifouling con baja 

toxicidad para organismos no objetivo, dicha actividad dependerá del medio de 

cultivo utilizado para su crecimiento y los extractos serán efectivos al incorporarlos en 

recubrimientos para el control del biofouling en el medio natural. 

 

 

5. OBJETIVOS 

 

Objetivo general:  

• Evaluar la actividad antiincrustante de los extractos orgánicos obtenidos de 

Staphylococcus aureus. 

 

Objetivos particulares: 

• Evaluar la capacidad de los extractos orgánicos obtenidos utilizando diferentes 

medios de cultivos y disolventes para inhibir la adhesión de bacterias formadoras de 

biopelículas. 

• Determinar las concentraciones letales medias (CL50) de los extractos orgánicos 

seleccionados en pruebas de toxicidad. 

• Evaluar la actividad antiincrustante de los extractos a diferentes 

concentraciones.  

• Establecer el efecto de los extractos con mayor bioactividad frente a 

organismos implicados en el biofouling y la toxicidad en organismos “no-objetivo”. 

• Determinar la efectividad de los extractos incorporados en una matriz de 

pintura. 
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6. METODOLOGÍA 

 

6.1. Obtención de Staphylococcus aureus  

 Staphylococcus aureus fue aislada de una hoja de Rhizophora mangle del 

manglar “El Conchalito” (24° 8’ 34” N y 110° 21’ 4”) en un estudio previo de 

prospección de bacterias con actividad antifouling y fue criopreservada a -70°C como 

parte de la colección del Laboratorio de Microbiología y Biología Molecular del 

Instituto Politécnico Nacional – CICIMAR.  

 Para corroborar la pureza, la bacteria fue sembrada por el método de siembra 

en estría en cajas de Petri con agar marino, observando su morfología colonial y 

microscópica (Gram). 

6.1.1. Identificación molecular de la especie 

 Debido a que anteriormente la bacteria fue identificada hasta género, se 

procedió a realizar su identificación molecular para determinar la especie. 

 Se utilizó un cultivo puro para llevar a cabo la extracción de ADN con un kit 

comercial (Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Zymo Research), la amplificación se 

realizó por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando oligonucleotidos 

universales para bacterias (27F 5’-GAGTTTGATCCTGGCTCA-3’, 1385R 5’-

GAGTTTGATCCTGGCCTCA-3’) para la sub-unidad pequeña del ácido ribonucleico 

ribosomal (ARNr) 16S (Lane, 1991). El programa utilizado consistió en un ciclo de 

desnaturalización a 95 °C durante 2 min; 30 ciclos de 95 °C por 60 s, 55 °C por 60 s, 

72 °C por 70 s, seguidos de una fase de extensión final a 72 °C por 10 min. Los 

productos de PCR fueron purificados y secuenciados por la empresa coreana 

MACROGEN. Se analizaron y editaron las secuencias utilizando el programa Finch 

TV y CodonCode Aligner, posteriormente se efectuaron los análisis de 

alineamiento Blast entre las secuencias obtenidas y las reportadas en 

el NCBI (National Center for Biotechnology Information). 
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6.2. Preparación de extractos orgánicos 

 Se utilizaron diferentes medios de cultivo para la posterior comparación de 

actividad: 

a) Caldo Marino (CM) (Peptona de carne, extracto de levadura, sulfato ferroso, 

agua de mar). 

b) Tripticaseína de soya (TSB) (Peptona de caseína, peptona de soya, dextrosa, 

fosfato dibásico de potasio, NaCl). 

c) Infusión Cerebro-Corazón (CC) (Extracto de cerebro, dextrosa, fosfato disódico, 

extracto de corazón, peptona, NaCl). 

 Se inoculó la cepa en 4 matraces de 500 mL con 250 mL de cada uno de los 

medios antes mencionados y se incubaron durante 4 a 5 días a temperatura 

ambiente con agitación constante. Transcurrido el tiempo de incubación, se 

centrifugó el cultivo de cada matraz inoculado a 4,000 rpm durante 30 min para 

obtener el sobrenadante libre de células. 

 Para cada sobrenadante libre de células se realizaron las siguientes 

metodologías de extracción, obteniendo al final 15 extractos (Figura 1): 

              

 

Sobrenadante 
bacteriano 

CM, TSB, CC 

1) Resina 

MeOH/AcOEt 
Líquido-Líquido 

CH2Cl2 

2) Fase Orgánica 
3) Fase Acuosa 

Resina/ MeOH 

4) BuOH 5) CHCl3 

Figura 1. Diagrama de los extractos obtenidos por cada medio de cultivo. 
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1) Extracción con resina Diaion® HP-20, empleando MeOH y AcOEt (1:1) como 

eluyentes.  

 Los metabolitos fueron extraídos del sobrenadante mediante la adición de 50 

g/L de resina Diaion HP-20, la mezcla resina/sobrenadante se dejó en agitación 

constante en una incubadora (Infors HT Multitron) a 35 °C por 12 h; posteriormente, 

la mezcla se filtró y el filtrado fue desechado. La resina con los metabolitos 

adsorbidos fue extraída sucesivamente utilizando diferentes disolventes, en primer 

lugar, con 250 mL de metanol, manteniendo la mezcla en agitación constante 

durante 30 min, al término se recuperó la solución por medio de filtración en papel 

Whatman no.1 y concentrada a presión reducida en un rotaevaporador (Yamato). La 

resina residual fue reextraída con 250 mL de acetato de etilo repitiendo el proceso 

anterior. Los extractos obtenidos con ambos disolventes se juntaron, se pesaron para 

obtener el rendimiento de los extractos y se mantuvieron en congelación a una 

temperatura de -20 ºC hasta su posterior uso. 

2) Extracción líquido-líquido discontinua con Diclorometano (CH2Cl2) (1:1).  

 Al sobrenadante resultante se le agregó 250 mL de diclorometano en un 

montaje de extracción líquido-líquido (embudo de decantación), la fase orgánica 

resultante fue concentrada a presión reducida en un rotaevaporador y se repitió el 

proceso anterior en dos ocasiones más y la fase acuosa residual se procesó como se 

detalla a continuación. 

3) Fase acuosa residual del CH2Cl2. 

 Se le agregó resina Diaion HP20 (50 g/L) se incubó durante 12 h a 35 °C, 

posteriormente el cultivo fue filtrado y a la resina que contenía los metabolitos 

liberados por la bacteria se le agregó 250 mL de metanol manteniéndola en agitación 

constante durante 30 min, se filtró y el disolvente se concentró a presión reducida en 

un rotaevaporador.   

4) Extracción líquido-líquido discontinua con butanol (1:1). 

 A los medios de cultivo agotados (sobrenadante), se les agregó butanol, la 

mezcla obtenida se colocó en un embudo de decantación para que las fases se 
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separaran por completo hasta observar claramente la línea de separación, la fase 

orgánica obtenida fue concentrada a presión reducida en un rotaevaporador y a la 

fase acuosa se agregó butanol repitiendo el proceso anterior en dos ocasiones más. 

5) Extracción líquido-líquido de los medios agotados con cloroformo (1:1). 

 Al sobrenadante se le agregó cloroformo, la mezcla se colocó en un embudo de 

decantación, se esperó a que las fases se separaran por completo hasta observar 

claramente la línea de separación, la fase orgánica obtenida se concentró a presión 

reducida en un rotaevaporador a 45 °C y a la fase acuosa se agregó cloroformo 

repitiendo el proceso anterior en dos ocasiones más. 

 

6.3. Obtención de bacterias formadoras de biopelículas  

 Con el fin de incrementar el cepario de bacterias formadoras de biopelícula para 

poder llevar a cabo ensayos de laboratorio frente a un mayor número de especies 

involucradas en el proceso de biofouling, se utilizó una probeta metálica de 20 cm de 

alto por 10 cm de ancho con recubrimiento sin biocida proporcionada por una 

empresa de pinturas. La probeta se sumergió en el mar a una profundidad 

aproximada de 50 cm durante 12 h en el muelle de la marina “La Costa” en La Paz, 

Baja California Sur, México (24º 08’ 32” N y 110º 18’ 39” O). Se procedió a hacer un 

raspado con hisopo estéril de la probeta y también del pilote del muelle donde se 

colocó la probeta, estos hisopos se colocaron en tubos de ensayo con 10 mL de 

solución salina estéril, las muestras fueron transportadas en condiciones asépticas al 

Laboratorio de Microbiología y Biología Molecular del Instituto Politécnico Nacional - 

CICIMAR.  

6.3.1. Trabajo de laboratorio 

 Una vez en el Laboratorio (todo el material utilizado se esterilizó antes de su 

uso), se realizaron seis diluciones (1:10) de cada muestra obtenida en campo, se 

hicieron alícuotas de 100 µL de cada dilución que fueron colocadas en cajas de Petri 

con agar marino e incubadas a 35 °C durante 24 a 48 h o hasta que se observó la 

presencia de colonias. 
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6.3.2. Aislamiento y purificación de cepas bacterianas formadoras de 

biopelículas 

 Con base en la morfología (borde, color, elevación, forma) de las colonias 

(Tabla 3) presentes en cada placa se seleccionaron las distintas cepas, las cuales 

fueron resembradas en cajas de Petri con agar marino por el método de siembra en 

estría y se incubaron a 35 °C durante 24 a 48 h. Se utilizó un microscopio 

estereoscópico (Zeiss), para confirmar la presencia de una sola cepa. Cuando se 

encontró más de una, se repitió el procedimiento hasta que se obtuvieron cepas 

puras. 

 Una vez que las cepas fueron purificadas se realizó una tinción Gram, la cual 

consiste en agregar diferentes colorantes con el fin de diferenciar el tipo de bacterias 

(cocos, bacilos, estafilococos, etc.) y la coloración que adquieren después de la 

tinción; ya sea roja para Gram negativas o azul para Gram positivas, los frotis se 

observaron con un microscopio óptico (objetivo 100x y aceite de inmersión) (Zeiss, 

Primotech). 

 

Tabla 3. Clasificación morfológica de colonias bacterianas (Tomado y modificado de 

https://microbeonline.com/colony-morphology-bacteria-describe-bacterial-colonies/) 

FORMA BORDE ELEVACIÓN SUPERFICIE 

Puntiforme Entero Plana Lisa o rugosa 

Circular Ondulado Elevada Mate o brillante 

Rizoide 
Lobulado 

Convexa Seca o cremosa 

Irregular Crateriforme 

Invasiva o 

superficial 
Filamentosa 

____       Filamentoso 
Acuminada 
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6.3.3. Prueba de adherencia 

 Para confirmar si las bacterias aisladas formaban parte del proceso de 

colonización y formación de biopelícula, se siguió la metodología propuesta por 

Martínez-Díaz (2010) y Hellio et al., (2015), para ello, se inocularon microplacas de 

poliestireno de 96 pozos de fondo plano (Thermo, FS-167008) con 100 µL de caldo 

marino por cada bacteria purificada, usando como testigo caldo marino sin inocular y 

se dejaron incubar durante 24 a 48 h. Después del tiempo de incubación, el caldo se 

vació y cada uno de los pozos se enjuagó con agua destilada estéril, para retirar 

cualquier bacteria que no estuviera adherida a la superficie, se dejó secar la placa y 

posteriormente se agregaron 100 µL de cristal violeta al 1% y se dejó reposar por 5 

min; transcurrido el tiempo se procedió a enjuagar con agua destilada estéril 

repetidas veces hasta eliminar el exceso de cristal violeta, se dejó secar la 

microplaca para comparar la coloración de los pozos según Martínez-Díaz (2010), 

quien menciona que aquel pozo que presente coloración violeta más intensa, será 

considerada como bacteria formadora de biopelícula. Las cepas bacterianas que 

resultaron formadoras de biopelículas, se sembraron en tubos de ensayo con agar 

inclinado para conformar un cepario y mantenerlas para posteriores bioensayos de 

inhibición de biopelículas. 

6.3.4. Identificación molecular de bacterias formadoras de biopelículas 

 Para la identificación de las cepas se utilizaron cultivos puros para llevar a cabo 

la extracción de ADN utilizando el método de Fenol-Cloroformo (Sambrook y Russell, 

2001), y se procedió a realizar la misma metodología descrita en el apartado 6.1.1. 

 

6.4. Ensayo de inhibición de biopelículas  

 Este ensayo se llevó a cabo frente a las cepas identificadas como formadoras 

de biopelículas y otras bacterias del cepario del Laboratorio de Microbiología y 

Biología Molecular del IPN-CICIMAR que presentaron mayor capacidad de formar 

biopelículas de acuerdo con la metodología con cristal violeta (ANEXO I) (Total 10). 

 Se siguió la metodología sugerida por Álvarez et al., (2006), se agregó 100 µL 

de cada uno de los extractos disueltos en Dimetil sulfóxido al 1% (DMSO) estéril en 
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cada pozo de una placa de poliestireno de 96 pozos de fondo plano. Las bacterias 

formadoras de biopelículas fueron sembradas en agar marino durante 24 h a 35 °C. 

De este cultivo, se preparó una suspensión celular con cada una de las cepas en 

caldo marino y se ajustó a una densidad celular de 1 x 108 cel/mL; posteriormente se 

agregó 100 µL de esta solución homogénea a cada uno de los pozos, se colocó un 

control negativo (caldo con bacteria), control positivo (extracto inhibidor de 

biopelículas) (Gutiérrez, 2018) y blanco, se realizaron 3 réplicas por cada 

tratamiento. Se dejó incubar por 48 h. 

 Los pozos con las bacterias formadoras de biopelículas se lavaron con agua 

destilada, las células fueron fijadas con 250 µL de MeOH, se dejó reposar por 15 

min, se retiró el solvente y se dejó secar durante 45 min. Posteriormente, se agregó 

200 µL de cristal violeta al 1% y se incubaron durante 20 min a temperatura 

ambiente, se retiró el cristal violeta, los pozos se enjuagaron con agua destilada 

hasta retirar el excedente del colorante, la placa se dejó secar. Se agregó 250 µL de 

EtOH (70%) para solubilizar el cristal violeta adherido a la placa. La absorbancia se 

midió a 595 nm en un lector de placas (Álvarez et al., 2006). 

 Los resultados obtenidos se expresaron en porcentaje de inhibición de acuerdo 

con la siguiente formula: 

   
(   )   

  
 

          

Dónde: 

C- = Control negativo 

BFC= El promedio de los resultados obtenidos de cada tratamiento 

PF= Porcentaje de formación 

PI= Porcentaje de inhibición 

 Con los porcentajes de inhibición obtenidos se realizó un ANOVA y una prueba 

Tukey para observar las diferencias significativas entre medios de cultivo y para 

evaluar las variaciones dependiendo de la extracción, se realizó una prueba no 

paramétrica de Friedman ya que los datos no siguieron la normalidad. 
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6.5. Cromatograf ía en capa f ina (CCF) 

 Con el fin de realizar un análisis comparativo entre los extractos obtenidos, se 

realizó una CCF; para la cual se utilizó una placa de aluminio impregnada de sílica-

gel fase normal y como fase móvil se utilizó diclorometano (CH2Cl2), el revelado de 

las fracciones se hizo con una lámpara de luz UV con dos longitudes de ondas 

(Bravo y Acuña, 2015), y posteriormente una solución de ácido sulfúrico (10%) y 

vainillina (0.025%), con posterior calentamiento. 

 

6.6. Bioensayo de Toxicidad 

 Una vez seleccionados los extractos que dieron positivo en el ensayo de 

actividad inhibitoria de biopelícula, se llevó a cabo el bioensayo de toxicidad 

determinando la CL50 (concentración media letal) de cada uno de los extractos 

utilizando Artemia franciscana, ya que se considera como un modelo para evaluar los 

efectos tóxicos (Meyer, 1982). 

 Los extractos crudos fueron evaluados a diferentes concentraciones (1500, 

1250, 1000 y 750 µg/mL) por triplicado en microplacas de poliestireno de 96 pozos. 

Se colocaron 10-15 nauplios de Artemia en cada pozo, además de un control 

negativo (caldo marino) y dos positivos (sulfato de cobre y pintura AF). Las placas se 

colocaron en un lugar con fotoperiodo de 24:0 (luz:oscuridad) a una temperatura 

constante de 28° C. Después de 24 h, se realizó un conteo final del número de 

nauplios utilizando un microscopio estereoscópico y se determinó el porcentaje de 

mortalidad. Mediante un análisis Probit se estableció la CL50 para cada uno de los 

extractos probados (Finney, 1952). 

 

6.7. Bioensayo con geles inertes 

 Se utilizó la técnica de incorporación de los extractos en agentes gelificantes 

para evaluar su efectividad, se tomó como base la metodología propuesta por 

Henrickson y Pawlick (1995) y modificada por Newmark et al., (2005) y Rico Virgen 

(2017), la cual consiste en preparar cajas de Petri con los extractos seleccionados, 
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los cuales fueron disueltos en un gel inerte Phytagel®. Los extractos se probaron en 

las mismas concentraciones que en el ensayo de toxicidad. Se utilizó como control 

negativo una placa únicamente con gel y como control positivo una placa con gel al 

cual se le añadió sulfato de cobre. Las placas se realizaron por triplicado.  

 Una vez que las placas estuvieron listas se colocaron al azar en un armazón de 

tubos PVC paralelos entre ellos (Figura 2). Estas estructuras fueron colocadas en el 

área de la marina la Costa (24° 08’ 32” N y 110° 18’ 39” O), Baja California Sur, 

México; las estructuras estuvieron suspendidas a una altura de 90 cm del fondo 

durante 30 días.  

 

Figura 2. Estructuras de PVC que se utilizaron para fijar las placas de Phytagel. 

 Después de este tiempo (Figura 3), las placas fueron trasladadas en un 

recipiente con agua de mar al Laboratorio de Microbiología y Biología molecular, IPN-

CICIMAR. 
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Figura 3. Estructuras después del periodo de experimentación. 

 En el laboratorio, se tomaron fotografías de cada una de las placas, para 

posteriormente realizar los análisis de cobertura con el programa CPCe, y se 

procedió a realizar análisis ANOVA y prueba Tukey para determinar las diferencias u 

homogeneidad entre la cobertura en los tratamientos, con una α=0.05. Se 

recuperaron, además, todos los organismos epibiontes sobre los geles y se 

guardaron en viales de 20 mL debidamente etiquetados y conservados en alcohol 

por tratamiento y replica para recurrir a ellos en caso de que la identificación 

fotográfica no fuera suficiente. 

  Para evaluar el efecto de los extractos con mayor bioactividad sobre 

organismos implicados en el biofouling y los organismos “no-objetivo” se realizaron 

los siguientes bioensayos: 

 

6.8. Ensayo de act ividad antibacteriana  

6.8.1. Inhibición del crecimiento 

 Se llevó a cabo una selección de los extractos que mostraron resultados de 

actividad para evaluar la forma en que el extracto está actuando. Para ello se 

utilizaron bacterias del género Vibrio (V. aestuarianus, V. natriege, V. carchariae,         

V. harveyi y V. proteolyticus), proporcionadas por personal del laboratorio de 

fisiología vegetal de la Université de Bretagne Occidentale (UBO) (ANEXO II), 

siguiendo la metodología sugerida por Hellio et al., (2015). 

 Se agregó 100 µL de cada uno de los extractos disueltos en Dimetil sulfóxido 

(DMSO) al 1% a diferentes concentraciones (1500, 1250, 1000 y 750 µg/mL) en cada 
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pozo de una placa de poliestireno de 96 pozos de fondo plano con 4 réplicas. Se dejó 

volatilizar el DMSO en un evaporador de placas (Genevac). Las placas se 

esterilizaron con luz ultravioleta durante 30 min. 

 Las bacterias del género Vibrio fueron cultivadas en tubos de ensayo con medio 

MBM (Marine Bacteria Medium) estéril hasta que se obtuvo la densidad óptima, estos 

cultivos se diluyeron según el método de Ámsterdam (1996) para obtener una 

densidad celular de 2 x 108 cél/mL. Para determinar la densidad, se midió la 

absorbancia a 620 nm usando un espectrofotómetro. Las placas previamente 

preparadas con los extractos y esterilizadas, se inocularon con 100 µL de la dilución 

de células bacterianas. Se consideraron control positivo (medio de cultivo inoculado 

con sulfato de cobre), control negativo (medio de cultivo inoculado con DMSO) y 

blanco (medio de cultivo sin inocular). Las placas se dejaron incubar durante 72 h a 

temperatura ambiente, después se midió la densidad óptica (OD) en un 

espectrofotómetro a 620 nm. 

6.8.2. Inhibición de la adhesión 

 Las placas que fueron preparadas en el ensayo anterior se vaciaron y se siguió 

la metodología realizada en la sección 6.4 para evaluar el efecto de los extractos en 

la inhibición de biopelículas. 

 

6.9. Ensayo de inhibición microalgal 

6.9.1. Inhibición de la adhesión 

 El ensayo se realizó siguiendo la metodología propuesta por Hellio et al. (2015) 

frente a dos cepas de clorofitas (Chlorella vulgaris, Stichococcus bacillaris), dos 

cepas de diatomeas (Halamphora coffeaeformis, Cylindrotheca closterium) y una 

cepa de crisofita (Exanthemachrysis gayraliae), estas cepas fueron proporcionadas 

por el laboratorio de fisiología vegetal de la Université de Bretagne Occidentale 

(UBO) (ANEXO III). 

 Se agregó 100 µL de cada uno de los extractos disueltos en DMSO (1%) a 

diferentes concentraciones (1500, 1250, 1000 y 750 µg/mL) en cada pozo de una 
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placa de poliestireno de 96 pozos de fondo plano con 4 réplicas. Se dejó volatilizar el 

DMSO en un evaporador de placas (Genevac). Las placas se esterilizaron con luz 

UV durante 30 min. 

 Las microalgas fueron cultivadas en tubos de ensayo con medio F/2 (marino) y 

DAUTA (agua dulce) estéril a temperatura ambiente. Para estimar la biomasa 

microalgal del cultivo se realizó la determinación de la concentración de la clorofila 

(Chl a): se recolectaron 5 mL del cultivo microalgal en un filtro GF/F (Whatman), el 

filtro se transfirió inmediatamente a un vial con 5 mL de metanol (MeOH) grado 

analítico. El vial se mantuvo en oscuridad a 4 °C durante 30 min. Se midió la 

fluorescencia del pigmento en un espectrofotómetro (excitación: 485 nm, emisión: 

645 nm). Para determinar la concentración de la “Chl a” se utilizó una curva de 

calibración con “Chl a” de espinaca (SIGMA). 

 Después de determinar la concentración de “Chl a” de cada especie de 

microalga, se realizó una dilución de cada cultivo microalgal para obtener una 

concentración inicial de 0.1 mg Chl a/L. De esta suspensión, se agregó 100 µL a 

cada pozo de la microplaca (placa A) previamente esterilizada. La placa se incubó 

durante 5 días a 20 °C con luz constante. 

 Posteriormente, se removieron los inóculos a una segunda microplaca (placa 

B). Se agregó 100 µL de MeOH a la placa A y se dejó reposar durante 30 min a            

4 °C en oscuridad. Para medir la fluorescencia, se utilizó un espectrofotómetro de 

placas (excitación: 485 nm, emisión: 645 nm). 

6.9.2. Inhibición del crecimiento 

 Para evaluar la inhibición del crecimiento de los cultivos microalgales, se utilizó 

la placa B del ensayo anterior. Ésta placa B, se centrifugó a 2380 g durante 10 min a 

4 °C y se retiró el sobrenadante con una micropipeta. 

 Se agregó 100 µL de MeOH (100%) grado analítico a cada pozo para liberar la 

Chl a. Para cuantificar la concentración del pigmento se empleó un método 

fluorométrico: se utilizó un espectrofotómetro de placas (excitación: 485 nm, emisión: 

645 nm). 
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6.10. Ensayo de inhibición de la enzima fenoloxidasa 

 Se evaluó el efecto de los extractos como inhibidores de la enzima tirosina 

(análoga a la enzima fenoloxidasa), involucrada en el asentamiento del mejillón, esta 

metodología se basó en el trabajo publicado por Hellio et al. (2000). 

 Los extractos se disolvieron en DMSO (1%) a una concentración final de           

1 mg/mL. En una placa de 96 pozos, se agregó 12 µL de la solución de los extractos, 

posteriormente se agregó 7 µL de la solución con la enzima (diluida en PBS a una 

concentración de 125 U/mL) y finalmente se agregó 180 µL del sustrato (L-tirosina 1 

mM, agua destilada y PBS). Se incluyeron controles positivos (sulfato de cobre, ácido 

kójico a 0.5 mg/mL) y blanco (DMSO). Se midió la OD en un espectrofotómetro a una 

longitud de onda de 490 nm, se realizaron 180 lecturas continuas cada 25 s. 

 

6.11. Toxicidad frente a la l ínea celular 16HBE 

 El ensayo de toxicidad se realizó frente a Células Epiteliales Bronquiales 

Humanas (16HBE), la línea celular y la metodología fue proporcionada por el 

Laboratoire transfert de gènes et thérapie génique en la Faculté de Médecine et de 

Sciences de la Santé. Se colocaron 40,000 células en cada pozo de una microplaca 

de poliestireno de 96 pozos. Las placas se incubaron durante 24 h a 37 °C. 

 Se preparó una solución stock de cada uno de los extractos (5 mg/mL), de 

estas soluciones stock se hicieron diluciones en un agente tamponador de ácido 

sulfónico zwitteriónico (HEPES buffer) para obtener diferentes concentraciones (10, 

1, 0.1, 0.05, 0.01, 0.005, 0.001 y 0%).  

 Después del tiempo de incubación de las microplacas, se agregó 25 µL de los 

extractos a diferentes concentraciones por triplicado. Se realizó un control positivo 

(DMSO 1 y 10%) y un control negativo (línea celular sin ningún tratamiento). Se dejó 

incubar durante 24 h a 37 °C. 

 Transcurrido el tiempo, se retiró el sobrenadante de cada pozo, se agregó       

75 µL de PLB (Phosphate Lysis Buffer) y se dejó en el congelador toda la noche. 
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 Para medir la viabilidad de las células, se descongelaron las placas (placa A), 

se tomaron 25 µL de la placa A y se colocaron en una microplaca blanca (placa B) de 

96 pozos. Se agregó 25 µL de “ViaLight” (detector bioluminiscente de ATP celular 

como una medición de viabilidad) y se midió la placa B en un espectrofotómetro de 

placas. 

 Para cuantificar las proteínas totales de las líneas celulares se siguieron las 

instrucciones del fabricante del kit de análisis de proteínas BCA que se describen a 

continuación, se tomaron 25 µL de la placa A y se colocaron en una microplaca 

transparente (placa C) de 96 pozos. Se agregó 200 µL de solución A:B. Se realizó 

una curva de calibración de la solución BCA (1.5, 1, 0.75, 0.5, 0.25, 0.1, 0.02, 0 

mg/mL en PLB). Las placas C se incubaron a 37 °C durante 30 min. Se midió la 

densidad óptica (560 nm) en un espectrofotómetro de placas. 

 

6.12. Toxicidad e inhibición de asentamiento de Amphibalanus 

amphitrite  

6.12.1. Bioensayo de toxicidad 

 Se seleccionaron los extractos que mostraron mejores resultados en los 

ensayos anteriores para llevar a cabo la metodología CL50 (concentración letal 

media) utilizando nauplios en estadio II de A. amphitrite. 

 Los extractos crudos fueron evaluados a diferentes concentraciones con seis 

réplicas en microplacas de poliestireno de 96 pozos. Se colocaron 10-15 nauplios de 

balanos en cada pozo, además de un control negativo (agua de mar) y uno positivo 

(sulfato de cobre). Las placas se colocaron en un lugar con fotoperiodo de 24:0 

(luz:oscuridad) a una temperatura constante de 28° C. Después de 24 h, se hizo un 

conteo final del número de nauplios muertos en un microscopio estereoscópico. Se 

estableció el porcentaje de mortalidad y se determinó la CL50 usando un análisis 

Probit (Finney, 1952). 
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6.12.2. Inhibición del asentamiento de cipris de A. amphitrite 

 Se obtuvieron los nauplios liberados por los balanos adultos, y se colocaron en 

botellas con aireación para lograr la metamorfosis a la etapa de cipris.  

 Para los ensayos de asentamiento se utilizaron microplacas de 24 pozos, en 

donde se agregaron los extractos a concentraciones de 400, 200, 100 y 50 µg/mL 

disueltos en agua de mar y de cinco a siete cipris para dar un volumen de 2 mL por 

pozo. Se utilizó un control positivo (sulfato de cobre) y uno negativo (agua de mar). 

En cada tratamiento se realizaron cuatro réplicas.  

 Los resultados se obtuvieron después de 24 h. Cada larva se examinó bajo un 

estereoscopio. Se registró su estado físico: 1) muertos, 2) adheridos y 3) nadadores. 

 

6.13. Incorporación de los extractos en una matriz de pintura  

 Se seleccionaron dos extractos que mostraron inhibición de asentamiento de 

organismos, para ser incorporados en una matriz de pintura con la cual se 

recubrieron placas metálicas que fueron proporcionadas por una empresa de 

pinturas, se incluyó además una placa pintada con el recubrimiento sin ningún 

biocida como control negativo y una recubierta con pintura adicionada con sulfato de 

cobre como control positivo. 

6.13.1. Ensayo en campo  

 Se elaboraron armazones experimentales con tubos de PVC que sostuvieron 

juegos de placas de acero con los diferentes recubrimientos experimentales. Las 

placas fueron perforadas y fijadas al armazón de PVC mediante amarres de plástico 

a través de los orificios. La distribución de las placas en los paneles se realizó de 

manera aleatoria. Cada marco fue dispuesto también de manera aleatoria 

verticalmente en los pilotes del muelle de la marina la Costa (24° 08’ 32” N y 110° 18’ 

39” O), Baja California Sur, México. Estas permanecieron sumergidas en el mar por 

90 días, se evaluó la efectividad de las pinturas para inhibir el asentamiento de 

organismos. 
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6.13.2. Evaluación del asentamiento de organismos 

 Se tomaron fotografías de cada una de las placas, para posteriormente realizar 

los análisis de cobertura con el programa CPCe (Kohler y Gill, 2006), y se procedió a 

realizar análisis ANOVA y prueba Tukey para determinar las diferencias u 

homogeneidad entre la cobertura en los tratamientos, con una α=0.05.  
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7. RESULTADOS 

 

7.1. Identif icación molecular  de la cepa de estudio 

 Debido a que la bacteria a probar solo se había identificado hasta género, fue 

necesario determinar la especie, dando como resultado según la base de datos del 

Genbank que se relaciona con Staphylococcus aureus con un 99% de identidad 

(Tabla 4). 

 

 

Tabla 4. Identificación molecular 

ESPECIE 
NUMERO DE 

ACCESO NCBI 
E VALUE % IDENTIDAD 

Staphylococcus aureus NF4 KM613153.1 0.0 99 

 

 

 

7.2. Preparación de extractos orgánicos 

 Se obtuvieron 5 extractos de cada medio de cultivo (total 15). En la Tabla 5, se 

muestra el rendimiento del extracto. 

 El rendimiento promedio de los extractos fue de 2.80 g/L, siendo el extracto 

butanólico del medio CC el que obtuvo el mayor rendimiento  (9.21 g/L)  y el extracto 

de CHCl3 el de menor rendimiento (0.18 g/L) del mismo medio (Tabla 5). 
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Tabla 5. Rendimiento de los extractos orgánicos. 

Medio Solvente 
Rendimiento 

(g/L) 

CM BuOH/H2O Destilada 4.28 

 
Resina/MeOH/AcOEt 2.30 

 
CHCl3 0.30 

 
CH2CL2 (Fase orgánica) 0.45 

 
Fase acuosa/Resina/MeOH 3.48 

CC BuOH/H2O Destilada 9.21 

 
Resina/MeOH/ AcOEt 6.20 

 
CHCl3 0.18 

 
CH2CL2 (Fase orgánica) 0.23 

 
Fase acuosa/Resina/MeOH 5.96 

TSB BuOH/H2O Destilada 5.29 

 
Resina/MeOH/ AcOEt 4.26 

 
CHCl3 0.46 

 
CH2CL2 (Fase orgánica) 0.79 

 
Fase acuosa/Resina/MeOH 0.75 

 

 

7.3. Obtención de bacterias formadoras de biopelículas y prueba 

de adherencia  

 Se aislaron y purificaron 40 colonias bacterianas de una probeta metálica con 

recubrimiento sin biocida y del pilote del muelle de la marina. 

 Después de llevar a cabo la prueba de adherencia, se encontró que solo siete 

bacterias resultaron formadoras de biopelículas, siendo tres aisladas del pilote y 

cuatro de la probeta metálica, todas Gram-negativas y con variación morfológica 

colonial (Tabla 6). 
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Tabla 6. Clasificación morfológica y tinción Gram de bacterias aisladas que dieron positivo 

en la prueba de adherencia. 

Clave 
Sitio de 

recolección 
Forma Borde Elevación Color 

Morfología 

celular 
Gram 

1D Probeta Circular Entero Elevado Hialina Bacilos - 

4M Muelle Irregular Irregular Plano Hialino Bacilos - 

11M Muelle Circular Entero Elevado Crema Bacilos - 

12M Muelle Circular Entero Plano Beige Bacilos - 

10D Probeta Circular Entero Plano Hialina Bacilos - 

7A Probeta Circular Entero Plano Crema Bacilos - 

9A Probeta Circular Entero Elevado Blanco Bacilos - 

 

7.3.1. Identificación molecular de las cepas estudiadas 

 La mayoría de las bacterias obtuvieron un alto índice de identidad (%) con 

especies reportadas en la base de datos NCBI. En la Tabla 7, se muestra la especie 

más cercana con la que se relacionó la secuencia de cada una de las bacterias 

formadoras de biopelículas de acuerdo con el alineamiento Blast, así como el 

porcentaje de identidad y el número de acceso en la base de datos del NCBI. 

 

Tabla 7. Identificación molecular de bacterias formadoras de biopelículas. 

Clave Especie 
Numero de 

acceso NCBI 

% 

Identidad 

1D Alteromonas sp. JLT15232 KX989280.1 89 

4M Alteromonas simiduii BCRC17572 NR043978.1 98 

11M Alteromonas mediterranea UM7 CP004853.1 97 

12M Alteromonas macleodii CAIM 880 JF411547.1 99 

10D Aestuariibacter sp. 12C24 KU963301.1 99 

7A Alteromonas macleodii NIOSSD026A MH660284.1 99 

9A Alteromonas macleodii PEL67C KC871604.1 98 
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7.4. Ensayo de inhibición de biopelícu las 

 Los resultados del efecto de los extractos sobre la formación de biopelículas de 

cada cepa se expresan en porcentaje de inhibición (ANEXO IV).   

 Con estos porcentajes se obtuvo un promedio de cada medio de cultivo para 

realizar un ANOVA y una prueba Tukey, los estadísticos mostraron que la actividad 

obtenida con los medios CC y TSB son significativamente diferentes a los obtenidos 

con el medio CM (Figura 4). A pesar de no existir diferencias estadísticas entre los 

medios CC y TSB, con el medio de cultivo TSB se presentó un ligero incremento en 

el porcentaje de inhibición.  

 

 

Figura 4. Diferencias estadísticas entre los medios de cultivo. 

 

 La prueba no paramétrica de Friedman mostró que no existen diferencias 

significativas entre los extractos, sin embargo, se puede observar que los extractos 

que mostraron el mayor porcentaje de inhibición fueron los de CH2Cl2 y la fase 

acuosa del CH2Cl2 (Figura 5). 
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7.5. Análisis comparativo de los extractos  

 Se obtuvo el factor de retención de los compuestos (Rf), el cual se calcula 

dividiendo la distancia recorrida por el compuesto entre la distancia recorrida por la 

fase móvil.  

 Los Rf’s de los compuestos muestran que existen ciertas similitudes entre los 

metabolitos extraídos con el mismo medio de cultivo, como se observa con el medio 

de cultivo TSB que a 0.6 se encuentra una serie de compuestos similares en todos 

los extractos (Figura 6). Sin embargo, algunos compuestos solo se observan 

dependiendo del medio y solvente utilizado, como es el caso del compuesto con un 

Rf de 0.4 extraído con butanol a partir del medio de cultivo de CC. 

 

 

Figura 5. Comparación del porcentaje de inhibición de biopelículas entre 

solventes y medios de cultivo. 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

C
M

C
C

T
S

B

C
M

C
C

T
S

B

C
M

C
C

T
S

B

C
M

C
C

T
S

B

C
M

C
C

T
S

B

BuOH RESINA CHCl3 CH2Cl2 ACUOSA C+

In
h

ib
ic

ió
n

 d
e
 b

io
p

e
lí

c
u

la
s
 (

%
) 

CHCl
3
 CH

2
Cl

2
 



36 

 

 

Figura 6. CCF de los extractos obtenidos de diferentes medios de cultivo. 1) CM, 2) CC y       

3) TSB. 

7.6. Bioensayo de toxicidad aguda contra nauplios de Artemia 

franciscana  

 El medio TSB, presentó los mejores resultados para la inhibición de 

biopelículas, así como los extractos de Resina/MeOH/AcOEt, CHCl3, CH2Cl2 (fase 

orgánica) y la Fase acuosa del CH2Cl2 por lo que fueron seleccionados para realizar 

el bioensayo de toxicidad aguda frente nauplios de Artemia franciscana. 

 Los resultados obtenidos en el bioensayo muestran que los extractos probados 

presentaron niveles bajos de toxicidad con una CL50 mayor a los 1,000 µg/mL a 

diferencia del CuSO4 (control positivo) donde la CL50 es de 0.77 µg/mL (Tabla 8). 

 

Tabla 8. CL50 esperada para cada extracto y el intervalo de confianza fiducial al 95%. 

 

 

 

 

 

 

 

Extracto 
CL50               

µg/mL 

ICF 95% 

Inferior Superior 

Resina/MeOH/AcOEt > 1,000 2.35 7.94 

CHCL3 > 1,000 5.35 200.1 

CH2Cl2 (Fase orgánica) > 1,000 7.12 53.16 

Fase Acuosa/Resina/MeOH > 1,000 9.69 152.11 

CuSO4 0.77 0.27 0.88 

BCO - - - 



37 

 

Se determinó que con ninguno de los extractos probados se mostró una alta 

mortalidad de nauplios (>50%), a diferencia del control positivo (CuSO4) y de la 

pintura comercial. Con el extracto acuoso se presentó una mortalidad menor al 10% 

a la concentración más alta y fue inocuo a la menor concentración (Figura 7). 

 

Figura 7. Porcentaje de mortalidad de los nauplios de artemia con los extractos probados a 

diferentes concentraciones (µg/mL). 

 

7.7. Bioensayo con geles 

 Al no mostrar toxicidad, se seleccionaron todos los extractos mencionados en el 

bioensayo anterior para ser incorporados a un gel inerte y así realizar el ensayo de 

actividad antiincrustante.                          

 Al finalizar el periodo en el mar, las placas control (positivo y negativo) 

visualmente presentaban mayor colonización de organismos a excepción del 

tratamiento con el extracto de cloroformo en el cual se observó mayor presencia de 

briozoarios (Figura 8). 
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Figura 8. Placas de Phytagel conteniendo los diferentes extractos A) Resina, B) CHCl3, C) 

CH2Cl2, D) Fase acuosa, E) CuSO4 y F) C-. 

 

 Se lograron identificar 4 grupos: algas, balanos, briozoarios y tunicados. 

 Se realizó un ANOVA y una prueba Tukey, para evaluar las diferencias 

estadísticas entre los tratamientos, con los resultados obtenidos se observó que no 

existen diferencias significativas entre los tratamientos, sin embargo, si existen 

diferencias significativas frente al C- (Figura 9). 

 

 

A) B) C) 

D) E) F) 
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Figura 9. Promedio del área de cobertura de los tratamientos evaluados. 

   

 

 

 

 No se encontró relación entre la concentración probada y el porcentaje de 

inhibición de asentamiento de organismos en las placas, sin embargo, se pudo 

observar que, en la mayoría de los extractos a concentraciones más bajas, la 

inhibición de organismos fue mayor que el control positivo (CuSO4) teniendo un 

porcentaje de cobertura menor a 5% (Figura 10). 
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Figura 10. Porcentaje de grupo de organismos identificados en cada tratamiento (µg/mL). 

 

7.8. Ensayo de act ividad frente a cepas de Vibrio  

7.8.1. Inhibición del crecimiento y adherencia 

Para continuar con los ensayos, se seleccionaron los extractos de Resina, 

CH2Cl2 y la fase acuosa, descartando al obtenido con cloroformo ya que fue el que 

menor rendimiento presento, lo cual limitaba las siguientes etapas de los ensayos. 

 Los resultados obtenidos en estos bioensayos se expresan en porcentaje de 

inhibición.  

 En general, los extractos mostraron un bajo porcentaje de inhibición de 

crecimiento de las cepas formadoras de biopelícula, destacando el extracto orgánico 

de CH2Cl2 ya que no inhibió el crecimiento de ninguna de las bacterias probadas 

(Figura 11), sin embargo, sí logró inhibir la adhesión de estas cepas. Los otros dos 

extractos mostraron un porcentaje de inhibición de crecimiento muy bajo, pero sí 

lograron inhibir la formación de la biopelícula, en especial con Vibrio natriegens que 

la afectación en su crecimiento fue nula pero la formación de biopelícula fue inhibida 

entre un 80 y 100% por parte de los tres extractos. 
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Figura 11. Porcentaje de inhibición del crecimiento y adherencia de las bacterias probadas. 

  

 En cambio, el control con sulfato de cobre inhibió en mayor porcentaje el 

crecimiento de las bacterias por lo que no se puede asegurar que el resultado de la 

inhibición de la adhesión se deba a este efecto y no a la muerte de las bacterias. 

 Se realizó un ANOVA y una prueba Tukey con los resultados obtenidos del 

ensayo de inhibición del crecimiento los cuales mostraron que hay diferencias 

significativas entre los tratamientos (Figura 12A), pero no entre las concentraciones 

(ANEXO V), sin embargo, al evaluar los resultados obtenidos de la inhibición en la 

adhesión de los microorganismos se encontró que no hay diferencias significativas 

tanto entre los tratamientos como entre las concentraciones de los tratamientos, no 

obstante, se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con el C+ 

(CuSO4) (Figura 12A y 12B). 
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Figura 12. Porcentaje de inhibición a) del crecimiento, b) adhesión de bacterias probadas. 

 

7.9. Ensayo de act ividad frente a microalgas 

7.9.1. Inhibición de la adhesión y crecimiento 

 Al igual que en el ensayo anterior los extractos presentaron mejores resultados 

en la inhibición de la adhesión que en la inhibición del crecimiento, a excepción de   

C. vulgaris y S. bacillaris, las cuales no fueron inhibidas ni en crecimiento ni en 

adhesión, en particular S. bacillaris que aún con el sulfato de cobre mostró un 

porcentaje de inhibición menor al 10%  (Figura 13), con estos resultados se puede 

decir que los extractos no son tóxicos frente a tres de los microrganismos probados, 

pero son bioactivos a la inhibición de la adherencia. 
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Figura 13. Porcentaje de inhibición del crecimiento y adherencia de microalgas. 

 

7.10. Ensayo de inhibición de la enzima fenoloxidasa 

 El molusco azul, Mytilus edulis, se fija al sustrato por medio de unas placas 

adhesivas conectadas al pie del bisus. Este adhesivo es producido por la acción de 

la enzima fenoloxidasa en una proteína precursora (Hellio et al., 2000). Por ello, es 

importante realizar este tipo de ensayos, ya que nos dan un panorama de cómo 

actúan los extractos a probar. 

 Este ensayo se realiza con la enzima análoga de la fenoloxidasa que es la 

tirosinasa, en donde se evalúa el efecto de los extractos sobre la actividad cinética 

de la enzima. La prueba se realizó por triplicado frente a los extractos, de los cuales, 

el extracto de la fase acuosa se comportó de manera similar que el control positivo 

(CuSO4), sin embargo, ninguno de los extractos logró inhibir a la enzima como en el 

caso del ácido kójico (Figura 14). 
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Figura 14. Efecto de los extractos sobre la actividad cinética de la enzima tirosinasa 

(análoga de la fenoloxidasa). 

 

7.11. Toxicidad frente a la l ínea celular 16HBE 

 Se evaluó la viabilidad celular de la línea 16HBE (Células Epiteliales 

Bronquiales Humanas) frente a los extractos, y se determinó que ninguno de ellos 

mostró toxicidad, ya que la viabilidad de las células fue del 100% en la mayoría de 

las concentraciones probadas (Figura 15). 

 

Figura 15. Porcentaje de viabilidad celular de 16HBE frente a los extractos.  
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7.12. Toxicidad e inhibición de asentamiento de Amphibalanus 

amphitrite 

 Debido a que los extractos de CH2Cl2 y el extracto de la Fase Acuosa 

presentaron los mejores resultados tanto en los ensayos en campo (Phytagel) como 

en los de laboratorio (antibacteriana y antimicroalgal) se seleccionaron para continuar 

con los ensayos.  

 

Tabla 9. Concentración letal al 50, 70 y 90% de cada tratamiento y el intervalo de confianza 

fiducial al 95%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 El extracto de CH2Cl2 presentó baja mortalidad frente a los nauplios de A. 

amphitrite, mientras que el extracto de la fase acuosa presentó resultados 

moderadamente tóxicos según los cálculos de la CL50 (Tabla 9).  

Se calculó el porcentaje de inhibición de asentamiento, en donde se evaluó el 

comportamiento de la cipris en relación con la concentración de cada extracto, se 

observó que en la mayor concentración (400 µg/mL) del extracto de la fase Acuosa 

del CH2Cl2 se presentó mortalidad a las 24 h (Figura 16). Con el resto de los 

extractos a las diferentes concentraciones se inhibió en más del 80% el asentamiento 

de las cipris. 

 

Extracto 
CL  

(%) 

CL               

µg/mL 

ICF 95% 

Inferior Superior 

CH2Cl2 (Fase orgánica) 50 >1,000 0.43 4.82 

 70 >1,000 1.89 20.96 

 90 >1,000 15.82 174.92 

Fase Acuosa 50 202 0.09 0.43 

 70 549 0.25 1.19 

 90 >1,000 1.15 5.43 

CuSO4 50 27 0.14 0.05 

BCO  - - - 
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7.13. Incorporación de los extractos en una matriz de pintura  

7.13.1. Evaluación del asentamiento de organismos 

 Se llevó a cabo el seguimiento del proceso de adhesión de los organismos a las 

placas después de 30 (Figura 17), 60 (Figura 18) y 90 días (Figura 19) sumergidas 

en el mar. A los 30 días se observó sedimento y materia orgánica en todos los 

tratamientos, en la placa del control negativo (D) ya se aprecian algunas macroalgas 

adheridas (Figura 16). 

            

Figura 17. Fotografías a los 30 días de que las placas fueron sumergidas. A) Fase Acuosa, 

B) CH2Cl2, C) CuSO4 y D) C-. 

 

Figura 16. Efecto de la inhibición de asentamiento de la cipris de A. amphitrite. 
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 A los 60 días las placas ya no mostraban sedimento, se comienzan a observar 

algunas algas adheridas en los tratamientos y controles; además en el control 

negativo se encontró presencia de briozoarios y lapas (Figura 18). 

 

         

Figura 18. Fotografías a los 60 días de que las placas fueron sumergidas. A) Fase Acuosa, 

B) CH2Cl2, C) CuSO4 y D) C-. 

 

 A los 90 días, se observa adherencia de otros organismos, como poliquetos, 

ascidias y balanos (Figura 19) siendo visiblemente mayor la cobertura en la placa del 

control negativo (D). 

  

Figura 19. Fotografías a los 90 días de que las placas fueron sumergidas. A) Fase Acuosa, 

B) CH2Cl2, C) CuSO4 y D) C-. 

  

 Las réplicas de cada tratamiento fueron procesadas individualmente en el 

programa CPCe, el área colonizada por los organismos incrustantes se expresó en 

porcentaje del área total del promedio de las réplicas, donde se identificó hasta grupo 

A) B) C) D) 

A) B) C) D) 
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de cada organismo (ANEXO VII). Se lograron identificar 6 grupos: algas, ascidias, 

balanos, briozoarios, moluscos y poliquetos, además de otros organismos que no 

pudieron ser identificados (N/I), en su mayoría huevos y larvas (Figura 20). Las más 

predominantes fueron las algas filamentosas, las cuales estuvieron presentes en 

todos los tratamientos. El extracto CH2Cl2 fue el más efectivo para inhibir la adhesión 

de organismos, incluso de balanos que son el grupo de organismos más difíciles de 

erradicar. En el control positivo al parecer el sulfato de cobre fue lixiviado con mayor 

rapidez en los primeros meses de exposición ya que perdió la actividad mostrando 

una cobertura casi igual al control negativo. 

 

 

Figura 20. Porcentaje de cobertura por grupo de organismos adheridos para cada 

tratamiento 
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8. DISCUSIÓN 

 

Inhibición de la adherencia de bacterias formadoras de biopelículas  

 La producción de metabolitos depende del tipo de organismo y la maquinaria 

biosintética que posea, por ello, las condiciones de cultivo (medio, pH, temperatura, 

competencia, etc.) se convierten en un elemento clave para la producción y 

descubrimiento de metabolitos, ya que esta descrito que dichas condiciones pueden 

activar o desactivar rutas metabólicas involucradas en los procesos de defensa y 

adaptación de los organismos (Knight et al., 2003; Martínez-Matamoros, 2012).   

Estudios de metabolómica han demostrado la necesidad de ensayar diversas 

metodologías de extracción para recuperar la mayoría de los compuestos que está 

en capacidad de producir una cepa (Sumner et al., 2003; Martínez-Matamoros, 

2012). Por ello, se requiere encontrar una metodología adecuada para lograr extraer 

los metabolitos responsables de la actividad, así como variar las condiciones de 

cultivo para promover su potencial metabólico e incrementar el rendimiento de los 

extractos (Bhattarai, 2007; Martínez-Matamoros, 2012). 

Debido a lo anteriormente planteado, se decidió hacer el cultivo de S. aureus en 

tres medios de cultivo con diferentes fuentes de nitrógeno, carbono y fósforo: caldo 

marino (CM), infusión cerebro-corazón (CC) y tripticaseína de soya (TSB). El medio 

CM, al no contener fuente de carbono, se esperaría que impida el crecimiento celular 

masivo y en cambio favorezca la producción de metabolitos secundarios como una 

respuesta defensiva (Barry y Norman, 1997). En cambio, los medios CC y TSB 

contienen como fuente de carbono dextrosa, la cual ha sido reportada como una 

fuente para la producción de compuestos antimicrobianos (Narayana y 

Vijayalakshmi, 2008). Además de la fuente de carbono, TSB contiene como fuente de 

nitrógeno harina de soya, en algunos estudios han observado que en los medios 

suplementados con este nutriente se obtiene una máxima producción de metabolitos 

antimicrobianos (Gesheva et al., 2005; Narayana y Vijayalakshmi, 2008). Ji-Lu et al. 

(2012) mencionan que S. aureus en un medio complejo que contiene glucosa, 

catabolizará preferentemente la glucosa más rápido en condiciones aeróbicas para 



50 

 

obtener carbono y energía, muy probablemente esto suceda en los medios utilizados 

como el CC y TSB que contiene como ingrediente dextrosa. 

Otra cuestión a tomar en consideración es el método de extracción, ya que 

ningún método por si solo es eficiente para obtener todo el potencial metabólico de 

una bacteria, por lo que el uso y la variación tanto del método como del disolvente de 

extracción debería ser capaz de recuperar la gran mayoría de compuestos 

producidos por la bacteria (Martínez-Matamoros, 2012). En este sentido, se usaron 

dos metodologías (sólido-líquido y líquido-líquido) variando el tipo de disolvente para 

la extracción de los compuestos producidos por S. aureus.  

Del proceso de producción y extracción de compuestos metabólicos de S. 

aureus, se obtuvieron 15 extractos variando los medios de cultivo y disolventes, 

estos extractos fueron evaluados para la inhibición de la adherencia de bacterias 

involucradas en el proceso del biofouling.  

El establecimiento de comunidades de microorganismos y macroorganismos 

sobre un sustrato (bioincrustación) generalmente implica una secuencia de sucesión 

iniciada por la colonización de superficies por la formación de biopelículas 

bacterianas (Wahl, 1989) por lo cual el asentamiento de las fases posteriores podría 

controlarse mediante la prevención de formación de biopelículas (Salta et al., 2013). 

Por lo tanto, la adhesión bacteriana es probablemente uno de los pasos más críticos 

para considerar en la búsqueda de un antiincrustante eficiente (Heidarian et al., 

2019).  

Para realizar este ensayo se utilizaron dos ceparios distintos de BFB, el primer 

cepario tomado de la colección del laboratorio de microbiología y biología molecular, 

el cual se obtuvo previamente de placas con Phytagel después de permanecer 

sumergidas en el mar durante un mes, para ello, se tomaron las bacterias que 

presentaron mayor capacidad de formar biopelículas basados en los resultados de la 

prueba con cristal violeta y para la conformación del segundo cepario se aislaron, 

caracterizaron e identificaron bacterias de probetas metálicas sin ningún biocida 

después de 24 h de exposición en el mar y del muelle en donde ya se encontraba 

una comunidad de organismos incrustantes bien establecida, esto con la finalidad de 
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tener una mayor representación de BFB aisladas de diferentes sustratos y tiempo de 

exposición, ya que se ha mencionado que el sustrato parece influir en el 

asentamiento, especialmente en las primeras etapas del acondicionamiento del 

sustrato y la formación de la biopelícula primaria (Marszalek et al., 1979; Guégan et 

al., 2014). 

Dentro de las bacterias utilizadas para estos ensayos se tienen a 

representantes de las Proteobacterias, las cuales han sido ampliamente reconocidas 

como bacterias colonizadoras primarias en superficies expuestas al agua de mar 

(Dang y Lovell, 2000; 2002; Jones et al., 2007; Dang et al., 2008) en particular las 

bacterias pertenecientes al grupo de Alteromonas de las gamma-proteobacterias 

(Dang y Lovell, 2000). Además de otros microorganismos pertenecientes al género 

Vibrio y Pseudoalteromonas que han sido considerados como formadoras de 

biopelículas y pioneras en el proceso del biofouling (Paul y Jeffrey, 1985; Lee et al., 

2003; Marèchal et al., 2004), además se ha encontrado que pueden contribuir a 

inducir el asentamiento de las larvas de invertebrados (Huggett et al., 2008). 

Con los resultados obtenidos del ensayo de inhibición de biopelículas se pudo 

comprobar que al cultivar a S. aureus en diferentes medios de cultivo la actividad de 

los extractos para inhibir la formación de biopelículas varió, siendo mayor con los 

extractos obtenidos con el medio TSB con un porcentaje de inhibición del 75%, por lo 

que fue seleccionado para continuar con los siguientes ensayos. Este medio al 

contener las fuentes de carbono y nitrógeno ya mencionadas resultó ser un medio de 

cultivo apropiado para la producción de los compuestos orgánicos de interés. 

Coincidiendo con lo mencionado por otros autores como Khattab et al. (2016), 

quienes reportan que la máxima producción de compuestos se obtuvo con la harina 

de soya como fuente de nitrógeno, ellos utilizaron también el medio de cultivo TSB 

para optimizar la producción de compuestos antimicrobianos de Streptomyces, 

asimismo, Vijayakumari et al. (2013) evaluaron el crecimiento y producción de 

compuestos de la bacteria Xenorhabdus en diferentes medios de cultivo, 

encontrando que creció bien en los medios TSB, LB y NB, aunque en TSB el 

rendimiento y la actividad fueron mayores. De acuerdo con el presente estudio, 

Bavya et al. (2011) y Prakash et al. (2015) observaron actividad antimicrofouling con 



52 

 

el extracto crudo de Streptomyces filamentosus R1 y S. fradiae frente a bacterias 

formadoras de biofilm como Bacillus, Serratia y Alteromonas sp., utilizando harina de 

soya como como fuente de nutriente para la obtención de los compuestos activos. 

 En cuanto a las variaciones en la actividad dependiendo de los disolventes 

utilizados para la extracción de los metabolitos, no se encontró una diferencia 

estadísticamente significativa en la inhibición de la formación de biopelículas, sin 

embargo, con el extracto de la fase acuosa del CH2Cl2 se obtuvo un porcentaje 

ligeramente mayor de actividad, mientras que con el extracto realizado con la resina 

Diaion® HP-20 (metanol:acetato de etilo 1:1) se encontró la menor actividad 

inhibitoria, este método de extracción fue utilizado por Rico-Virgen (2017) y Sánchez-

Rodríguez et al. (2018) para la evaluación de la actividad antifouling y con base en 

los resultados obtenidos podemos observar que la utilización de diferentes 

disolventes permite recuperar metabolitos más activos o en mayor concentración 

posiblemente debido a la selectividad de los disolventes empleados permitiendo una 

extracción más eficiente. Las resinas han sido muy empleadas para el estudio de 

extractos de origen microbiano, pues permiten la eliminación de sales, una alta 

recuperación de los compuestos orgánicos producidos en el cultivo. Entre ellas, las 

resinas más empleadas son las XAD-16 y HP-20, ya que por su porosidad permiten 

recuperar un amplio rango de compuestos y generar extractos con un rendimiento 

significativo, lo cual permite su posterior evaluación de actividad biológica. En 

específico, Diaion® HP-20 tiene la capacidad de retener compuestos de naturaleza 

orgánica desde polares hasta no polares y otros compuestos altamente hidrofílicos, 

de esta manera se puede obtener un extracto enriquecido en una gran diversidad de 

compuestos orgánicos a partir de disoluciones acuosas ricas en electrolitos (Li et al., 

2010). Mientras que con la extracción líquido-líquido de los medios de cultivo con 

CH2Cl2, se obtuvo un extracto de menor polaridad (Extracto CH2Cl2) para conseguir 

compuestos terpenoides y la fase acuosa se extrajo empleando resina Diaion HP-20, 

con el fin de recuperar los compuestos de polaridad mayor (extracto de la fase 

acuosa) que no habían sido extraídos con el CH2Cl2 (extracto de la fase acuosa). 
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Para el género Staphylococcus, se conocen algunos péptidos antimicrobianos 

como la epidermina y gallidermina aislados de S. epidermidis y S. gallinarum, 

respectivamente (Ebner et al., 2018). Vandecandelaere et al. (2014) mencionan que 

S. epidermidis produce una proteasa capaz de inhibir y degradar la formación de 

biopelículas de S. aureus.  Sin embargo, a pesar de que ya se mencionó que no hay 

suficientes estudios que evalúen actividad antifouling para S. aureus, se ha 

demostrado un efecto de antibiosis de esta especie sobre Aspergillus fumigatus en la 

producción de biopelículas, los autores sugieren que esto podría ser causado por 

algún metabolito producido por S. aureus, (Ramírez-Granillo et al., 2015) aunque, no 

dan más detalles sobre qué tipo de compuesto pudiera ser el responsable. Camarillo-

Márquez et al., (2018) también mencionan sobre un comportamiento antagónico del 

sobrenadante libre de células de S. aureus frente a Candida glabrata, disminuyendo 

la formación de biopelículas, sugiriendo la presencia de una sustancia inhibitoria que 

muestra resistencia al calor, la cual pudiera ser una bacteriocina. La producción de 

bacteriocinas por S. aureus ya había sido reportada anteriormente (Hammami et al., 

2013) y como péptidos termoestables (Netz et al., 2001, 2002; Carlin-Fagundes et 

al., 2016) con actividades frente a varias especies de bacterias patógenas 

(Nascimento et al., 2006). Se tienen reportes también de la producción de 

metabolitos como la tirvalina y la fevalina (conocidas como aureusimina A y B, 

respectivamente) que son péptidos no ribosomales que regulan la expresión del gen 

de virulencia (Wyatt et al., 2011; Secor et al., 2012), al igual que la producción de 

otros metabolitos como son la bencil metil cetona o N-(2,5-Diciano-3,4-dihidro-2H-

pirrol-2-il)-acetamida, entre otros alcaloides, que presentan actividad antimicrobiana 

frente a bacterias y hongos, lo que pudiera indicar que algunos de estos compuestos 

pudieran ser los responsables de la actividad obtenida en este trabajo. 
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Toxicidad de los extractos orgánicos seleccionados  

Debido a todas las regularizaciones que se han planteado para incorporar 

cualquier compuesto al medio ambiente, es importante evaluar el potencial tóxico in 

vivo de los extractos, en este panorama, los bioensayos de toxicidad son empleados 

para reconocer y evaluar los efectos de los contaminantes sobre la biota. Por ser un 

parámetro muy evidente, los modelos con el crustáceo Artemia se han considerado 

tradicionalmente como el mejor indicador de la capacidad tóxica de una sustancia 

(Bartolomé-Camacho y Sánchez-Fortún, 2007). Los extractos se consideran tóxicos 

cuando presentan concentraciones medias letales (CL50) menores a 100 µg/mL 

(Martínez et al., 2011), y se consideran no tóxicos cuando presentan valores de CL50 

superiores a 1,000 µg/mL (Férnandez-Calienes et al., 2009). Por otro lado, Meyer 

(1982) categoriza los niveles de toxicidad en: (1) altamente tóxico de 1-10 µg/mL; (2) 

toxico de 10-100 µg/mL; y (3) baja toxicidad de 100-1000 µg/mL. 

De acuerdo con lo anterior, se evidenció que los extractos probados no son 

tóxicos al mostrar una CL50 mayor a 1,000 µg/mL, a diferencia del control positivo 

(CuSO4) (0.77 µg/mL) que resulto ser extremadamente tóxico (CL50 <10 µg/mL) de 

acuerdo a la clasificación de Férnandez-Calienes et al. (2009) al igual que el TBT 

(0.00001 µg/mL) que fue considerado por mucho tiempo el mejor compuesto 

antifouling (Cardwell et al., 1999).  

El extracto realizado con cloroformo, aunque presentó una CL50 mayor a 1,000 

µg/mL mostró un mayor porcentaje de mortalidad de nauplios por lo que se descartó 

para las pruebas en campo, en el caso del extracto obtenido con resina también se 

observó mayor mortalidad de Artemia, sin embargo, se consideró seguir con su 

evaluación hasta las pruebas en geles ya que era importante para compararlo con 

los resultados obtenidos por Rico-Virgen (2017) utilizando esta misma cepa y forma 

de extracción. 

 

Actividad anti incrustante de extractos a diferentes concentraciones  

Como una forma previa de evaluar si la actividad inhibitoria de biopelículas 

observada en laboratorio podría ser el reflejo de una actividad antiincrustante al 
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inhibir la primera fase del proceso o formación del biofouling se incluyeron los 

extractos en un gel inerte permitiendo la liberación gradual de los compuestos al 

medio, este gel es lo suficientemente consistente para facilitar la fijación de 

organismos, debido a que es sólido, traslucido e incoloro y facilita su observación 

(Santos Acevedo et al., 2012; Rico-Virgen, 2017). 

Con los resultados obtenidos se pudo comprobar que los extractos muestran 

también actividad inhibitoria del asentamiento de macrooganismos, siendo notable la 

diferencia con respecto al control negativo y muy similar al control positivo con sulfato 

de cobre. Se encontró también que la actividad fue mejor que la obtenida 

previamente por Rico Virgen (2017) quien obtuvo un 10% de cobertura siguiendo 

esta misma metodología de los geles de Phytagel con el extracto incorporado. En el 

caso del citado estudio el extracto se realizó con esta misma cepa de 

Staphylococcus cultivada en caldo marino, obteniendo los metabolitos con resina 

Diaion HP-20 empleando los disolventes metanol y acetato de etilo (1:1) como 

eluyentes. Por lo que se puede observar que al utilizar el medio de cultivo TSB en el 

presente trabajo se logró incrementar la actividad, ya que, siguiendo el mismo 

método de obtención de metabolitos con resina, el porcentaje de cobertura fue menor 

al 4%.  

Los extractos fueron probados a diferentes concentraciones, sin embargo, no 

fue posible observar una relación entre la actividad y la concentración, ya que la 

mayor actividad de inhibición de asentamiento no está relacionada con la mayor 

concentración de extracto incorporado en el gel, como debiera esperarse, esto 

pudiera deberse a cuestiones metodológicas ya que no se encuentra otra explicación 

a esta variación en la actividad ni se cuenta con otros trabajos en condiciones 

similares que pudieran ayudar a entender o comparar estos resultados. Lo que si fue 

posible observar es que en la mayoría de los casos se obtuvo un porcentaje de 

cobertura muy similar o menor al control positivo con la menor concentración 

probada (750 µg/mL). 

La mayor actividad en los geles con los diferentes extractos, en comparación 

con el control negativo, podría deberse en parte a una inhibición relativa de la 
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formación de la biopelícula, como se observó en los bioensayos de laboratorio, 

aunque esto no ha sido comprobado ya que no se evaluó el microfouling adherido a 

las placas. Sin embargo, se sabe que las biopelículas son importantes para el 

asentamiento de larvas de invertebrados marinos y esporas de macroalgas 

(Wieczorek y Todd, 1998; Maki, 2002; Railkin, 2004; Dobretsov et al., 2006), estas 

pueden mejorar (Kirchman, et al. 1982; Patel et al., 2003; Qian et al., 2003) o inhibir 

(Maki, 2002; Holmström et al., 2002; Egan et al., 2001; Dobretsov y Qian, 2002; 

2004) el asentamiento de los organismos epibiontes y epífitos.  

Una comunidad macroincrustante consiste en “organismos incrustantes suaves” 

u “organismos incrustantes duros”, que pueden desarrollarse y crecer sobre los 

microorganismos (microincrustantes). Los organismos incrustantes suaves 

comprenden algas e invertebrados, como corales blandos, esponjas, anemonas, 

tunicados e hidrozoos; mientras que los organismos incrustantes duros comprenden 

invertebrados como percebes, mejillones, balanos y gusanos tubícolas. Los 

organismos específicos que se desarrollan en una comunidad incrustante dependen 

mucho del sustrato, locación geográfica, estación del año y factores como la 

competencia y depredación (Callow y Callow, 2002). En el presente estudio, se 

observaron organismos incrustantes suaves en todas las placas experimentales, en 

su mayoría algas, ocupando un porcentaje de cobertura mayor (3.2%). Las algas 

verdes del género Enteromorpha son las más importantes ya que se incrustan en 

barcos, submarinos y estructuras submarinas. La dispersión y rápida colonización de 

sustratos por las especies de este género incrustante son principalmente a través de 

la producción de un gran número de esporas móviles y su capacidad para ubicar 

superficies en donde asentarse lo cual puede estar relacionado con la densidad de 

esporas y estar mediado por una serie de señales externas que incluyen ácidos 

grasos y “detrito” (Callow y Callow, 2000). 

Por otro lado, el porcentaje de cobertura por parte de las algas fue mayor 

(3.5%) que otros organismos en el control positivo, un resultado interesante ya que 

tanto el sulfato de cobre como el óxido cuproso se consideran como los biocidas más 

efectivos por su amplio espectro de prevención (Cardenas, 2010), para explicar este 

resultados Covarrubias-Rubio et al. (2016) mencionan que muchas microalgas tienen 
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la capacidad de desarrollarse incluso en altas concentraciones de metales pesados 

presentes en ambientes acuosos y terrestres gracias a la formación de EPS, que 

actúan uniendo los metales a los grupos carboxilo, sulfato y fosfato de las colonias 

microalgales, detoxificando el sustrato y proveyendo un ambiente favorable para el 

desarrollo de interacciones microbianas. 

 

Efecto de los extractos con mayor bioactividad frente a organismos 

implicados en el biofouling y los organismos “no -objetivo” .  

Cualquier aplicación biotecnológica de compuestos bioactivos requiere de 

evidencia derivada de bioensayos que muestren que los componentes no son 

tóxicos, ni activos contra especies no-objetivo, que son inofensivos para los 

humanos, y que no son contaminantes (Clare, 1998). 

Con el propósito de evaluar el efecto de los extractos seleccionados (Resina, 

CH2Cl2 y la fase acuosa del CH2Cl2) sobre el microfouling (bacterias y microalgas) se 

realizaron ensayos de inhibición de crecimiento y de adherencia y se pudo observar 

que los extractos no inhiben en gran medida el crecimiento de bacterias, sino que 

interfieren directamente en la formación de la biopelícula, lo cual podría indicar que 

los extractos no presentan una toxicidad que cause la mortalidad o evite el 

crecimiento, por lo cual se postulan como promisorios compuestos antifouling ya que 

evitan la maduración del biofilm sin matar a las bacterias. Al respecto, en un trabajo 

realizado por Heidarian et al. (2019) con el extracto de la cepa Glycomyces 

sediminimaris UTMC 2460, encontraron una inhibición de la adherencia en un 72-

95% sin ningún efecto antibacteriano frente a bacterias implicadas en el proceso de 

biofouling, indicando una toxicidad bacteriana limitada y una actividad inhibidora del 

extracto sobre los microorganismos y mencionan que debido al mecanismo de acción 

de los extractos éstos tienen una ventaja al ser administrados para inhibir la 

formación de biopelículas ya que no dañarán el equilibrio de la microflora en los 

hábitats marinos. Así mismo, Bernbom et al. (2011) encontraron que varias cepas de 

Pseudoalteromonas no tuvieron efecto antagónico frente a cepas del mismo género, 

pero si impidieron su adhesión y mencionan que estas cepas pueden producir una 
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molécula antiadhesiva específica, la cual pudiera ser una proteína, como la 

galactosamina (Gorshkova et al., 2001) que se conoce que reduce la adhesión de 

bacterias marinas que usan la señalización autoinductora tipo 2 (Kim et al., 2011). 

Al igual que con las bacterias, los extractos no resultaron ser tóxicos a las 

microalgas probadas, pero si fueron bioactivos en la inhibición de la adherencia. A 

diferencia de lo encontrado previamente con esta misma cepa por Sánchez-

Rodríguez et al. (2018), ya que el extracto obtenido en CM con Resina Diaion 

(Metanol:Acetato de etilo 1:1) mostró actividad inhibitoria de crecimiento de las 

microalgas Cylindroteca closterium, Exanthemachrysis gayraliae, Halamphora 

coffeaeformis, Pleurochrysis roscoffensis y Porphyridium purpureum a CMI de 0.1 µg 

mL-1 coincidiendo con lo reportado por Ramasubburayan et al. (2017), quienes 

obtuvieron un extracto de Bacillus subtilis subsp. subtilis que fue efectivo para inhibir 

el crecimiento de varias cepas de microalgas contaminantes.  

Aunque varios estudios evidenciaron la actividad antimicroalgal de bacterias 

marinas (Farooq et al., 1998; Maskey et al., 2002; Sakata et al., 2011), su 

mecanismo de acción sigue sin estar claro. Lewin (1995) menciona que algunos 

compuestos pueden estar interfiriendo con algunas de las actividades enzimáticas de 

las microalgas e inhibiendo así el crecimiento celular sin embargo esto no ha sido 

evaluado. Y con ello no se puede dar una explicación clara a lo que ocurrió con los 

extractos obtenidos de S. aureus que en este estudio no lograron inhibir el 

crecimiento, pero si la adhesión de las microalgas. Hay muy pocos estudios en 

donde se evalúe la inhibición del asentamiento de las microalgas, uno de ellos es el 

realizado por Satheesh et al. (2012) quienes analizaron la actividad de bacterias 

asociadas a la esponja Sigmadocia sp. y encontraron también que fueron más 

efectivas para prevenir la adhesión que para inhibir el crecimiento y en particular el 

extracto de la cepa Bacillus cereus SS05 mostró una fuerte actividad inhibitoria en el 

asentamiento de Chlorella sp. 

Una vez que se evaluó la actividad antimicrofouling, y se concluyó que los 

extractos inhibieron la adherencia de los microorganismos, se prosiguió a evaluar la 

actividad antimacrofouling, para ello se realizaron los ensayos sobre la enzima 
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fenoloxidasa, principal enzima que interviene en el asentamiento de mejillones y 

ensayos de toxicidad e inhibición del asentamiento de A. amphitrite. 

La actividad antiincrustante en los mejillones se determina registrando la 

capacidad de fijación de adultos o larvas. A menudo se utilizan dos métodos 

diferentes, el primero basado en el proceso de adhesión de los mejillones a sustratos 

sólidos (Harada et al., 1984; Ina et al., 1989; Vanelle y Le Gal, 1995) y el segundo 

utiliza la aplicación directa del extracto en el pie del mejillón (Kitajima et al., 1995; 

Hayashi y Miki, 1996). Sin embargo, ambos métodos no son factibles porque 

requieren una gran cantidad de material y mucho tiempo para las pruebas. Por ello, 

se implementó una forma de realizar ensayos más sencillos que se basan en la 

medición de la actividad fenoloxidasa en presencia de las sustancias con actividad 

antifouling. Mytilus edulis, produce compuestos bioadhesivos que consisten en 

proteínas que son secretadas por el pie (Waite y Tanzer, 1980; Waite, 1983). Estas 

proteínas adhesivas contienen un aminoácido que se deriva de un residuo de tirosilo 

a través de su oxidación postraduccional por la enzima fenoloxidasa.  

En el presente estudio se utilizó este último ensayo, el cual se realizó con la 

enzima análoga de la fenoloxidasa que es la tirosinasa, en donde se evalúa el efecto 

de los extractos sobre la actividad cinética de la enzima (Hellio et al., 2000). 

 Se evaluaron los extractos que mostraron buena actividad en todas las pruebas 

anteriores. Los resultados obtenidos evidenciaron que el extracto de la fase acuosa 

del CH2Cl2 se comportó de forma similar al sulfato de cobre, el cual ha presentado 

una inhibición de hasta un 80% (Hellio et al., 2000) por lo tanto se puede decir que el 

extracto de la fase acuosa del CH2Cl2 podría aletargar el asentamiento de 

macroorganismos como los mejillones. Hellio et al. (2004) reportan la actividad 

mensual antiadherente con varios extractos acuosos, etanólicos y de diclorometano a 

lo largo de un ciclo anual, mencionan también que los extractos que mostraron mayor 

inhibición de la actividad enzimática fueron los extractos etanólicos y de 

diclorometano. 

Otro de los organismos que se encuentran implicados en el biofouling son los 

balanos, estos se encuentran entre los organismos que causan mayores 
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problemáticas en la industria marítima, en especial para los encargados de mantener 

limpias las superficies de las embarcaciones ya que se adhieren firmemente 

mediante la producción de un cemento adhesivo, el cual es un complejo proteico 

insoluble en agua que dificulta mucho su desprendimiento y A. amphitrite en 

particular, es la especie más importante desde el punto de vista económico (Anil et 

al., 2012; Fales, 2014). Por lo que las investigaciones para la búsqueda de 

alternativas antiincrustantes se han basado en la exploración de compuestos 

inhibidores de este complejo proteico (Pawlik, 1992; Clare, 1996; Fusetani, 1997; 

Slattery, 1997; Hadfield, 1998; Tsukamoto et al., 1999; Zimmer y Butman, 2000; 

Hadfield y Paul, 2001; Rittschof, 2001; Steinberg et al., 2001; de Nys y Steinberg, 

2002; Steinberg et al., 2002). Tomando en cuenta estos antecedentes en el presente 

trabajo se evaluó el efecto de los extractos sobre el asentamiento de los balanos en 

su etapa de cipris, encontrando que el extracto de la fase acuosa inhibe 

posiblemente las señales químicas, ya que ninguna de las cipris se adhirió ni llevo a 

cabo la metamorfosis logrando inhibir el asentamiento a la menor concentración 

probada (50 µg/mL). El extracto de CH2Cl2 fue el que presentó los mejores resultados 

al inhibir el asentamiento de A. amphitrite, en otros estudios los compuestos 

obtenidos con CH2Cl2 han sido de origen terpenoide (Tiwari et al., 2011), Hirota et al. 

(1998), aisló también compuestos de este tipo, los cuales mostraron actividad 

antiadherente frente a la cipris de A. amphitrite, en este mismo trabajo se informó la 

identificación de los compuestos como sesquiterpenos encontrados en dos especies 

de esponjas del género Axinyssa y del género Cacospongia. 

 Además de evaluar la actividad frente a organismos implicados en el proceso 

de biofouling, es importante realizar evaluaciones tóxicas frente a organismos “no-

objetivo”, con la finalidad de conocer si el uso de los extractos podría ser dañino para 

organismos ajenos al proceso de biofouling o al ser incorporados a recubrimientos no 

sea dañino para el ser humano. 

Se evaluó el efecto tóxico frente a la línea celular 16HBE (Células Epiteliales 

Bronquiales Humanas), la cual es empleada en pruebas para determinar toxicidad in 

vitro de los compuestos. Al igual que en los resultados de toxicidad frente a Artemia, 

los extractos ejercieron un efecto citotóxico insignificante en las células 16HBE. El 
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número de células viables tras la exposición a los extractos estuvo en el rango de 80 

a 100%, por lo cual se podría inferir que en este sentido no son tóxicos para el 

humano. Estudios anteriores demostraron que algunos compuestos como la plata 

exhiben citotoxicidad letal en concentraciones tan bajas como 2 a 5 μg/mL frente a 

células bronquiales (Hussain et al., 2005; Bar-Ilan et al., 2009; Kim et al., 2011). En 

este trabajo a pesar de las concentraciones más altas probadas (500 µg/mL) ninguno 

de los extractos altero la viabilidad de las células. Diferentes estudios han 

demostrado la infiltración de células inflamatorias, la liberación de citocinas 

proinflamatorias y el estrés oxidativo en el pulmón después de la exposición a 

diversos compuestos (Napierska et al., 2010, Shi et al., 2013). Algunos autores 

también han investigado la asociación entre la exposición a sustancias químicas y su 

toxicidad, como por ejemplo carcinógenos ambientales, los cuales disminuyen la 

viabilidad en las células 16HBE, como es el caso del TBT utilizado anteriormente en 

recubrimientos antiincrustantes (Hanaoka et al., 2018).  

Adicionalmente, en el presente trabajo se evaluó el efecto tóxico de los 

extractos que presentaron los mejores resultados en los ensayos anteriores 

(CH2Cl2 y la fase acuosa del CH2Cl2) frente a nauplios en estadio II de A. 

amphitrite y los resultados obtenidos mostraron que el extracto de CH2Cl2 no es 

tóxico con una CL50 mayor a 1,000 µg/mL por lo que se puede decir que el 

extracto de CH2Cl2 es idóneo para obtener compuestos con actividad 

antiincrustante, por otro lado, el extracto de la fase acuosa de CH2Cl2 es 

moderadamente tóxico ya que presentó una CL50 de 202 µg/mL, lo que podría 

indicar que a pesar de tener actividad frente a organismos involucrados en el 

proceso del biofouling podría ser tóxico frente a organismos “no-objetivo” como las 

etapas naupliares tempranas, ya que en estas etapas los organismos son más 

susceptibles que en cualquier otra etapa (Jian-Wen et al., 2005). 

 

Efectividad de extractos incorporados en una matriz de pintura.  

En algunos estudios como el de Bressy et al. (2010) han encontrado que los 

resultados de actividad obtenidos en ensayos de laboratorio frente a bacterias, 
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microalgas y balanos no se reflejan en los ensayos en campo al incorporar los 

extractos a una pintura, por ello es importante evaluar la eficiencia después de la 

inmersión en el medio natural.  

Para este estudio, se seleccionaron los extractos con mejor actividad para ser 

incorporados en una matriz de pintura la cual fue proporcionada por una empresa de 

pinturas comercial, esta matriz contiene brea de pino con una matriz insoluble de 

resina hidrocarbonada, curada por secado al aire. Los resultados revelaron que los 

recubrimientos de las placas redujeron considerablemente el biofouling en un periodo 

de 90 días al igual que en el trabajo realizado por Viju et al. (2016) donde obtuvieron 

resultados similares evaluando sustancias poliméricas extracelulares (EPS) de 

bacterias aisladas de un gasterópodo (Turbo sp.) incorporada en una matriz de 

pintura, la más activa fue de una cepa de Pseudomonas aeruginosa, que redujo el 

incrustamiento después de 50 días de inmersión, además ellos caracterizaron la EPS 

por espectroscopía de infrarrojos por transformación de Fourier (FT-IR) y el espectro 

mostró presencia de alcohol, aminas, ácidos carboxílicos y esteres.  Eguía y Trueba 

(2007) también obtuvieron buenos resultados al evaluar la actividad antifouling de 

extractos obtenidos de Bacillus y Pseudomonas, ellos identificaron los compuestos 

activos, entre ellos el ácido Pyolipico, siendo el primer reporte de actividad antifouling 

para ese compuesto. 

La posible inhibición de la colonización pudo estar influenciada por los efectos 

de los compuestos químicos exudados o asociados a la superficie de la pintura, por 

respuestas quimiotácticas (repulsión) o factores que pudieron afectar la motilidad de 

las células y la producción de polímeros extracelulares usados para que los 

organismos se fijen permanentemente (Puyana, 2001). Asimismo, las larvas 

responden a diversas señales químicas disueltas en la columna de agua que 

favorecen el asentamiento, por lo que los extractos liberados de las placas pudieron 

alterar estas señales, causando la disminución observada en la macroepibiosis 

(Echeverria, 2007). Los poliquetos y balanos generalmente responden positivamente 

a la presencia de películas bacterianas (Fusetani, 1997), esta pudiera ser la razón de 

la disminución de estos epibiontes sobre las placas con los extractos bacterianos. Al 

igual que en este estudio, Bazes et al. (2009) incorporaron el extracto de CH2Cl2 del 
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alga Sargassum muticum dentro de la pintura que contenía cobre y ese 

recubrimiento fue más activo frente a organismos marinos incrustantes que la pintura 

que solo contenía cobre en un periodo de 60 días, así mismo, Sánchez-Lozano et al. 

(2019) obtuvieron buenos resultados con una formulación de pintura que incluye 

extractos de la esponja Haliclonia caerulea y Sargassum horridum con una reducción 

del 32% de la bioincrustación en comparación con el control. 

Por otro lado, los resultados obtenidos con el control positivo (CuSO4) no fueron 

los esperados por ser un compuesto altamente tóxico, esto puede ser porque el 

sulfato de cobre no se disolvió correctamente en la matriz por lo que, al no quedar 

bien incorporado, la lixiviación del compuesto fue más rápida que en las placas 

donde se incorporaron los extractos bacterianos, ya que solo durante los primeros 

dos meses de inmersión tuvo un efecto inhibidor. En general, el objetivo de la 

composición de las pinturas es que las cargas tóxicas del biocida se liberen 

lentamente por lixiviación, a manera de crear una atmósfera letal alrededor de la 

superficie protegida, impidiendo el asentamiento de organismos incrustantes (Lewis, 

1998, Yebra et al., 2004). 

Adicionalmente, diversos estudios demuestran que los organismos marinos 

varían en su acumulación y tolerancia al cobre y zinc, debido en parte a las vías de 

captación y asimilación. No obstante, la toxicidad de los metales en estos 

organismos también se ve influenciada por factores bióticos como la edad, el sexo y 

el tamaño del organismo afectado (Sneddon y Tremblay, 2011).  
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9. CONCLUSIONES 

 

 El presente estudio demostró que al variar el medio de cultivo y el solvente 

aumentó la actividad antiincrustante de los compuestos producidos por la bacteria S. 

aureus tanto en laboratorio como en campo. La actividad antiadherente frente a 

bacterias y microalgas, así como la inhibición de la enzima fenoloxidasa y la no 

toxicidad de los extractos probados contra nauplios de Artemia franciscana y 

Amphibalanus amphitrite, sugieren que los extractos obtenidos de S. aureus tienen 

un bajo impacto ecológico sobre organismos no objetivo, adicionalmente tienen la 

ventaja de ser inocuos para células epiteliales de bronquios humanos, por lo cual 

pueden ser utilizados de manera segura en matrices con diferentes aplicaciones, ya 

sea para la industria naviera, acuícola o en cualquiera que el biofouling sea un 

causante de inconvenientes, por lo tanto se concluye que S. aureus es una fuente 

potencial de compuestos con actividad antifouling, por lo cual se acepta la hipótesis 

propuesta en este trabajo. 
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ANEXO I 

 

 

Bacterias del cepario del laboratorio de Microbiología y Biología Molecular del IPN-CICIMAR 

identificadas como formadoras de biopelículas. 

Clave Especie 
Numero de 

acceso NCBI 

% 

Identidad 

96 Vibrio harveyi N2A KP635244.1 97 

110 Vibrio sinaloensis FD O1-1 JN871701.1 96 

116 Pseudoalteromonas prydzensis PEL69C KC871626.1 94 
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ANEXO II 

 

 

Bacterias proporcionadas por personal del laboratorio de fisiología vegetal (UBO). 

 

Género Especie 
Código en la 

colección 
Medio de cultivo 

Vibrio 

V. aestuarianus ATCC 35048 
Medio marino 

bacterial: caldo 

marino estéril o 

agua de mar 

artificial con 0.5% 

de peptona 

V. natriegens ATCC 14048 

V. carchariae ATCC 35084 

V. harveyi ATCC 14126 

V. proteolyticus ATCC 15338 
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ANEXO III 

 

 

Microalgas proporcionadas por personal del laboratorio de fisiología vegetal (UBO). 

 

Género Especie 
Código en la 

colección 
Medio de cultivo 

Chlorella C. vulgaris GREENSEA DAUTA O BG11 

Stichococcus S. bacillaris GREENSEA DAUTA 

Halamphora H. coffeaeformis AC 713 

F/2 Cylindrotheca C. closterium AC 170 

Exanthemachrysis E. gayraliae AC 15 
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ANEXO IV 

 

 

Evaluación del porcentaje de inhibición de biopelículas por bacteria adherente. 

 

Medio Extracto 
Bacterias formadoras de biopelículas 

1D 10D 12M 11M 4M 7A 9A 116 110 96 

CM BuOH 80 94 91 82 52 75 53 84 47 99 

Resina 75 94 92 75 60 57 34 82 28 88 

CHCl3 74 92 92 81 77 54 54 76 36 83 

CH2Cl2 77 95 90 83 73 54 58 85 50 93 

Acuosa 85 95 89 83 64 74 35 84 40 91 

CC BuOH 86 94 93 83 77 75 46 79 21 96 

Resina 83 95 92 82 80 80 62 77 45 96 

CHCl3 81 95 93 80 65 75 40 78 54 94 

CH2Cl2 85 95 92 87 72 81 57 80 52 95 

Acuosa 86 95 93 80 80 77 53 83 37 97 

TSB BuOH 84 96 92 79 65 75 61 77 49 98 

Resina 77 90 90 86 66 79 37 82 56 98 

CHCl3 85 95 89 85 72 79 63 83 41 82 

CH2Cl2 83 96 93 84 80 75 58 83 52 84 

Acuosa 82 95 92 84 73 77 67 81 56 94 

C+ 82 92 91 85 81 83 54 84 65 87 
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ANEXO V 

  

 Evaluación del porcentaje de inhibición de crecimiento y adherencia de 

bacterias a diferentes concentraciones. 
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ANEXO VI 

 

 Evaluación del porcentaje de inhibición de crecimiento y adherencia de 

microalgas a diferentes concentraciones. 
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ANEXO VII 

 

Organismos adheridos a las placas con recubrimiento antiincrustante. 

 

                     

                                    Moluscos                                                          Balanos 

 

 

                     

            Poliquetos                                     N/I                                   Briozoarios 

 

                

                                      Ascidias                                        Algas 


