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RESUMEN  

Las diatomeas marinas tienen la capacidad de sintetizar y secretar una gran variedad de 

metabolitos secundarios con posibles aplicaciones en la industria farmacéutica, sin embargo su 

estudio aún es limitado. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo fue aislar y cultivar las 

especies Chaetoceros curvisetus, Asterionella japónica y Biddulphia mobiliensis de la Bahía 

Santa Lucía del Puerto de Acapulco, Guerrero, así como determinar la actividad antibacteriana 

y el perfil fitoquímico cualitativo de extractos totales obtenidos a partir de éstas contra bacterias 

de interés clínico. El rendimiento de biomasa fue de 219,62 ± 0,99; 151,12 ± 1,41 y                  

109,04 ± 1,48 mg para C. curvisetus, A. japonica y B. mobiliensis respectivamente. Se 

obtuvieron tres extractos (hexano, diclorometano y acetona) para cada especie y mediante el 

perfil fitoquímico cualitativo se determinó que estas diatomeas marinas son ricas en aceites 

esenciales, alcaloides y terpenos. Así mismo la evaluación de la actividad antibacteriana 

demostró que el extracto de diclorometano de C. curvisetus fue el que presentó la mejor 

actividad con Concentraciones Mínimas Inhibitorias (CMI) entre 0,5 y 2 mg mL-1 para bacterias 

tipo ATCC y de 8 y 16 mg mL-1 para cepas de E. coli BLEE´s +.  

 

Palabras clave: Chaetoceros curvisetus, Asterionella japonica, Biddulphia mobiliensis, 

actividad antibacteriana, diatomeas. 
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ABSTRACT 

 

Marine diatoms have the capacity to synthesize and secrete a variety of secondary metabolites 

with possible applications in the pharmaceutical industry, however their study is still limited. 

Therefore, the objective of this work was to isolate and cultivate the species Chaetoceros 

curvisetus, Asterionella japonica and Biddulphia mobiliensis from the Bay of Santa Lucía in 

Acapulco, Guerrero, as well as to determine the antibacterial activity and the qualitative 

phytochemical profile of total extracts obtained from these against bacteria of clinical interest. 

The yield of biomass was 219,62 ± 0,99; 151,12 ± 1,41 and 109,04 ± 1,48 mg for C. curvisetus, 

A. japonica and B. mobiliensis respectively. Three extracts (hexane, dichloromethane and 

acetone) were obtained for each species and with the qualitative phytochemical profile was 

determined that these marine diatoms are rich in essential oils, alkaloids and terpenes. The 

antibacterial activity showed that C. curvisetus extract has the best activity with minimum 

inhibitory concentrations (MIC) between 0,5 and 2 mg mL-1 for ATCC bacterias and 8 and 16 

mg mL-1 for strains of E. coli BLEE's +. 

 

Key words: Chaetoceros curvisetus, Asterionella japonica, Biddulphia mobiliensis, 

antibacterial activity, diatoms.  
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INTRODUCCIÓN 

Las diatomeas marinas son consideradas como fuentes renovables capaces de sintetizar, 

acumular y secretar una gran variedad de metabolitos estructuralmente nuevos y biológicamente 

activos como polisacáridos, policétidos, terpenoides, esteroles, ácidos grasos, compuestos 

fenólicos y pigmentos. Estos compuestos han despertado el interés de muchos investigadores 

debido a su actividad antimicrobiana, anticancerígena y antiinflamatoria (Gómez Luna 2007, 

Rodriguez-Meizoso et al. 2010, Jyotirmayee et al. 2014). 

Se estima que en México existe un número de aproximadamente 5 000 especies de diatomeas 

marinas en aguas del Pacífico y Golfo de México (Hernández-Becerril 2014). En la Bahía Santa 

Lucía del Puerto de Acapulco, Guerrero se han aislado e identificado 88 géneros y 458 especies 

(Meave et al. 2012), de las cuales solo se tienen algunos estudios sobre la biodiversidad, 

distribución, taxonomía y variación temporal (Krayesky et al. 2009, Licea et al. 2011).  

Dentro de las especies aisladas con mayor frecuencia se encuentran Chaetoceros curvisetus 

Cleve 1889 y Asterionella japonica Cleve & Möller 1882 (Meave et al. 2012, Rojas-Herrera et 

al. 2012, Moreno-Díaz et al. 2015), pero también se han identificado nuevas especies como 

Biddulphia mobiliensis Van Heurck 1882, de la cual hasta el momento no se tienen reportes en 

la literatura sobre su aislamiento, distribución y variación temporal en esta bahía. 

 

C. curvisetus, es una diatomea céntrica caracterizada por poseer válvulas bipolares y estructuras 

denominadas setas las cuales tienen paredes celulares de sílice muy gruesas y se fusionan para 

formar cadenas largas y circulares que miden de 8 a 20 m de longitud (Lee & Lee 2011). Ha 

sido aislada en los meses de septiembre a enero con temperaturas entre 24 y 30 °C (Rojas-

Herrera et al. 2012, Moreno-Díaz et al. 2015). Esta diatomea se ha utilizado ampliamente en la 
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acuicultura como suplemento alimenticio de crustáceos y peces de interés comercial (Sunesen 

et al. 2008). Wang et al. (2010), demostraron que C. curvisetus contiene una fracción lipídica y 

algunos ácidos grasos que le confieren actividad antimicrobiana contra Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Saccharomyces cerevisiae y 

Candida albicans.  

 

A. japónica es una diatomea pennada cuyas células heteropolares están unidas en colonias con 

forma de estrella de 160 m de diámetro, representa el 90% de la población del fitoplancton 

marino (Round et al. 2007), y de acuerdo a Rojas-Herrera et al. (2012), se puede encontrar en 

diciembre a una temperatura de aproximadamente 25 °C. Se ha utilizado como un excelente 

indicador de la calidad del agua. (Pal & Choudhury 2014). Viso y colaboradores (1987) 

evidenciaron la actividad antimicrobiana de esta especie contra Staphylococcus aureus, 

Micrococcus luteos, Sarcina sp., Candida pseudotropicalis, Trichophyton rubrum y Fusarium 

fulvum. Además se han aislado algunos compuestos como carotenoides (Gillan et al. 1983), 

glucolípidos (Pesando 1985) y ácidos grasos (Yongmanitchai & Ward 1989) a partir de ella.  

 

B. mobiliensis es una diatomea céntrica formada por dos valvas con espinas que salen de los 

márgenes apicales y del centro de las mismas, mide 100 a 250 µm y posee numerosos 

cloroplastos periféricos así como un núcleo central (Round et al. 2007). Volkman et al. (1980), 

reportaron la presencia de esteroles y ácidos grasos en esta especie y de acuerdo a lo reportado 

por Walter & Mahesh (2000), presenta actividad antibacteriana frente a Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, 

Salmonella sp. y Candida sp. 
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La Bahía Santa Lucía es uno de los sitios turísticos más importantes de México, sin embargo se 

sabe poco sobre su riqueza fitoplanctónica y sus caracteristicas biológicas, por lo que es 

importante realizar estudios que permitan aprovechar mejor este recurso natural. Con base en lo 

anterior la hipótesis de este trabajo es que los extractos totales de las diatomeas marinas C. 

curvisetus, A. japónica y B. mobiliensis poseen compuestos capaces de inhibir el crecimiento 

bacteriano, y por tal motivo el objetivo de este estudio fue aislar y cultivar estas especies a partir 

de clones de muestras planctónicas de la Bahía Santa Lucía del Puerto de Acapulco, Gro. 

México,  con la finalidad de determinar el perfil fitoquímico cualitativo y evaluar la actividad 

antibacteriana de extractos totales obtenidos de éstas contra bacterias Gram positivas y Gram 

negativas de interés clínico, y así contribuir a futuras investigaciones en el área farmacéutica 

que beneficien la salud humana.  

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Material biológico. 

Se colectaron 100 muestras planctónicas (120 mL) en la Bahía Santa Lucía del Puerto de 

Acapulco (16°49’ latitud Norte y 99°45’ latitud Oeste), en los meses de diciembre de 2015 a 

marzo de 2016, utilizando una red de plancton (tipo cono truncado de 1 m de largo, 50 cm de 

diámetro de boca y 54 m de abertura de poro) realizando un arrastre superficial circular durante 

3 min a una profundidad de 30 cm. La identificación de las especies se realizó con un 

microscopio óptico binocular (Leica, 1349521X, Buffalo, N.Y., USA) utilizando los objetivos 

10x y 40x y las imágenes obtenidas por microscopía electrónica de barrido (Microscopio 

Electrónico de Barrido Jeol T300) con base en las características morfológicas reportadas por 
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Round et al. (2007). Para el aislamiento de las células se empleó el método de pipeta descrito 

por Andersen (2005). 

 

Cinética de crecimiento y producción de biomasa. 

Se realizaron cultivos monoespecíficos, manteniendo las siguientes condiciones: medio de 

cultivo F/2 (Sigma-Aldrich® St. Louis, USA) en agua marina estéril a una concentración de 4 

mL L-1, temperatura constante de 25 ± 0,5 °C, pH de 7.9, salinidad de 30-32 unidades prácticas 

de salinidad (ups) y un fotoperiodo de 12 h luz/12 h oscuridad (Guillard 1973). Para monitorear 

el crecimiento celular se realizaron conteos diarios siguiendo la técnica de conteo en cámara de 

Neubauer, la densidad celular y los parámetros poblacionales se obtuvieron a partir de las 

siguientes fórmulas (Karlson et al. 2010): 

Densidad celular (células ml-1) = (No. de células totales / No. de cuadros contados) *100 (1) 

Velocidad de crecimiento (K) = (ln Cf – ln Ci) /(tf – ti)  (2) 

Tiempo de duplicación (TD) = ln 2/K  (3) 

Producción diaria (PD) = (Cf – Ci) /(tf – ti)  (4) 

 

Dónde:  

Ci: Concentración inicial 

Cf: Concentración del cultivo al final de la fase exponencial 

tf – ti: Duración de la fase exponencial en días 

ln: Logaritmo natural 
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La biomasa se recuperó por filtración utilizando un embudo buchner con papel filtro de 1 m 

de poro en una bomba de vacío, se dejó secar a temperatura ambiente durante 24 h y fue pesada 

con una balanza analítica (AdventurerTM Pro AV114C OHAUS Corporation, USA). 

 

Obtención de extractos.  

A partir de la biomasa obtenida se realizaron extracciones mediante el método de maceración 

con disolventes orgánicos de distinta polaridad (hexano, diclorometano y acetona) durante          

24 h. Para evaporar los disolventes se utilizó un rotavapor (Digital 410 Puebla, México) a 70 

rpm y 50 °C. Este procedimiento se realizó dos veces para cada uno de los disolventes y se 

obtuvo el porcentaje de rendimiento en base al total de biomasa obtenida (mg) (Lima-Filho et 

al. 2002).  

 

Actividad antibacteriana. 

Se realizó un screening para determinar la actividad biológia de los extractos mediante el método 

bioautográfico, para lo cual se prepararon dos cromatoplacas de sílica gel (No. 60 Merck) de     

5 x 3 cm, sobre el punto de aplicación se colocaron los extractos y fueron eluidas en un sistema 

hexano: acetona (7:3), una de las cromatoplacas sirvió como control para la localización de los 

compuestos, siendo analizada bajo luz ultravioleta (302 y 365 nm) y revelada con revelador 

ácido (10% ácido sulfúrico, 90% agua). La segunda cromatoplaca fue sumergida en una 

suspensión de Staphylococcus aureus ATCC 29213 ajustado al estándar 0,5 de Mc Farland        

(1-2 x 108 UFC mL-1) durante 30 s y se incubó a 37 °C durante 24 h en cámara húmeda. 

Transcurrido el tiempo de incubación el cromatograma se roció con una capa ligera y 

homogénea de una solución acuosa de cloruro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil-2H- 
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bromido-tetrazolium (MTT, Merk®,3 mg/10 mL de agua destilada) como colorante vital y se 

incubó a 37 °C durante 30 min. La actividad antibacteriana se interpretó como manchas blancas 

o zonas de inhibición del crecimiento bacteriano en un fondo violeta (Ríos et al. 1988). 

 

La actividad antibacteriana se determinó por el método de microdilución utilizando las 

siguientes cepas bacterianas: Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Staphylococcus sciuri ATCC 29061, Enterococcus faecalis ATCC 29212, 

Enterococcus caseofluvialis ATCC 700327, Enterobacter cloacae ATCC 700323, Escherichia 

coli ATCC 25922, Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 

700603 y Salmonella dublin NTCC 9676 estandarizadas al 0,5 de Mc Farland (1-2 x 108 UFC 

mL-1). Los extractos fueron diluidos con dimetilsulfóxido (DMSO, 200 L ) y agua (800 L) y 

se evaluaron a concentraciones de 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 mg mL-1 en microplacas de 96 pozos 

de fondo plano en donde se colocaron 100 L de caldo Luria Bertani (LB) y diluciones seriadas 

de los extractos. Se inocularon 2 L de cepas bacterianas y se incubaron a 37 °C por 24 h. Se 

usó ceftazidima (10 µg mL-1) como control positivo. La placa fue leída utilizando el equipo 

Multiskan GO ThermoScientific (Vantaa, Finland) ajustado a 600 nm y analizado con el 

software SkanIt Software 4.1. Se determinó la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI), la cual 

se define como la concentración más baja en la que el producto natural o extracto inhibe el 

crecimiento bacteriano (Andrews 2001). Se consideraron activos todos los extractos con 

concentraciones menores a 8 mg mL-1. Los experimentos fueron realizados por duplicado. 

 

 El extracto que presentó las CMI mas bajas fue probado contra aislados clínicos productores de 

 lactamasas de espectro extendido (BLEE´s+): Escherichia coli 2578, Escherichia coli 4036, 
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Escherichia coli 4012 y Escherichia coli 2149 y Staphylococcus coagulasa negativos resistentes 

a meticilina (SCN-RM): Staphylococcus epidermidis 1042, haemolitycus 562, Staphylococcus 

haemolitycus 731, Staphylococcus haemolitycus 1036, y Staphylococcus simulans 1050, usando 

como controles a Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 y Staphylococcus aureus ATCC 01198, 

con la metodología descrita anteriormente. 

 

Perfil fitoquímico. 

El perfil fitoquímico se realizó mediante cromatografía en capa fina (CCF) de acuerdo a las 

especificaciones del método bioautográfico (Ríos et al. 1988). Las cromatoplacas fueron 

analizadas bajo una lámpara de luz ultravioleta (302 y 365 nm) y se revelaron de acuerdo a lo 

reportado por Wagner et al. (2001) para alcaloides (Reactivo Dragendorff), flavonoides 

(Vainillina-ácido clorhídrico), triterpenos (Reactivo de Liebermann-Burchard), aceites 

esenciales (Vainillina- ácido sulfúrico), lignanos (Vainillina-ácido fosfórico), quinonas y 

cumarinas (Hidróxido de potasio) y saponinas (Prueba de espuma). 

 

Análisis estadístico 

Todos los resultados se analizaron realizando comparaciones de medias mediante las pruebas 

de análisis de varianza (ANOVA) y Tukey, utilizando el programa IBM SPSS Statistics 19 con 

valores P < 0.05 para determinar diferencias estadísticas significativas. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Las especies de diatomeas marinas utilizadas en este estudio fueron identificadas con base en la 

estructura y ornamentación de los frústulos propuesta por Round et al.  (2007) y las 

características morfológicas observadas tanto por microscópio óptico como por microscopía 

electrónica de barrido. C. curvisetus se caracterizó por presentar espinas terminales no 

bifurcadas dirigidas hacia el exterior de la curvatura (22,77 m) característica de esta especie, 

presentando un solo plástido, aberturas ovales entre las uniones adyacentes y valvas de forma 

oval (4,41 x 4,41 m), se encontraron células individuales y cadenas de 2 a 13 células (Fig. 1A 

panel I y II). Resultados similares han sido reportados por Sunesen et al. (2008), Ishii et al. 

(2011) y Meave et al. (2012).  

Para la especie A. japónica se observaron colonias en espiral semejando la forma de una estrella 

con diámetro de 85 m formadas por 10 células (8,42 x 6,55 m) de base semitriangular con 

dos plástidos en su interior, cada célula presentó un ápice largo ligeramente grueso (26,2 m de 

longitud) (Fig. 1B, panel I y II). Estas características fueron reportadas también por Sunesen & 

Sar (2007). 

Se identificó a B. mobiliensis por sus células oblongas (170 x 50 m) unidas entre sí por espinas 

centrales largas ligeramente curvadas, presentó prolongaciones marginales cortas, numerosos 

plástidos, valvas elípticas convexas y numerosas espinas dispersas en el margen (Fig. 1C panel 

I y II). Tal como lo describen Ojeda (2011) y Lavigne et al. (2015). Hasta el momento no se han 

encontrado registros sobre el aislamiento de esta especie en la bahía Santa Lucía de Acapulco, 

siendo esta la primera vez que se reporta su presencia. No obstante, Meave et al. (2012) 

identificaron otras especies de Biddulphia (B. alternans, B. biddulphiana y B. tridens), lo que 

indica que es un género presente en esta zona costera y de acuerdo a lo reportado por Alves-de 
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Souza et al. (2008) la presencia de nuevas especies está directamente relacionada a las 

condiciones ambientales como temperatura, luz, concentración de nutrientes y patrones de 

circulación del agua. 

 

En cuanto a la evaluación de los parámetros cinéticos y poblacionales de C. curvisetus, A. 

japonica y B.mobiliensis, mostraron que las tres especies poseen una cinética de crecimiento de 

tipo sigmoidea (Fig.2). La especie que presentó los mejores parámetros poblacionales 

estadísticamente significativos (P<0.05) fue C. curvisetus con una densidad celular mayor       

(4,6 x 104  células/mL) en un menor tiempo de duplicación (1,12 ± 0,02 días (d)) con una 

producción diaria de 8746,67 ± 70,56 células mL-1, en comparación con las otras dos especies 

(Tabla 1) a pesar de tener una velocidad de crecimiento menor (0,62 ± 0,01 d). Esto podría 

atribuirse a una mejor adaptación fisiológica de esta especie, como el aumento de los niveles de 

enzimas y metabolitos involucrados en la división celular y la fijación de carbono (Lavens & 

Sorgeloos 1996), sin embargo los valores son menores a lo reportado por Karthikeyan et al., 

(2013) en cuanto a la densidad celular (7,16 x 104 células mL-1), diferencia que puede 

relacionarse principalmente a que los autores modificaron las concentraciones de los nutrientes 

con el fin de incrementar intencionalmente la producción celular.  

En la especie A. japonica la densidad celular (3,2 x 104 células mL-1) es mayor a la reportada 

por Kain & Fogg (1958) (2,5 x 103 células mL-1) y no se han encontrado reportes sobre la especie                           

B. mobiliensis, sin embargo la densidad celular (6,9 x 103 células mL-1) fue menor en 

comparación a la de C. curvisetus y A. japónica de este estudio. 

Hasta el momento no se tienen antecedentes específicos que aborden otros parámetros cinéticos 

como la velocidad de crecimiento, tiempo de duplicación y producción diaria de las tres especies 

estudiadas, sin embargo existen estudios que evalúan algunos de estos parámetros en otras 
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especies con fines distintos, como en el caso de Chaetoceros muelleri, que de acuerdo a lo 

reportado por Medina-Reyna & Cordero-Esquivel (1998), presenta una densidad celular de 4,05 

x 106 células mL-1 a los 5 días de cultivo con una velocidad de crecimiento de 1,31 d, así como 

Chaetoceros gracilis que presentó una densidad celular de 6,76 x 104 células mL-1 en 8 d de 

cultivo con un tiempo de duplicación de 0,038 d y una velocidad de crecimiento de 0,5 – 3,17 d 

(Costa et al. 1999), siendo valores mayores a lo reportado en este estudio en comparación a la 

especie C. curvisetus. De la misma manera, López et al. (2004) realizaron una comparación de 

la producción comercial de Chaetoceros sp. en dónde se alcanzaron densidades celulares de 

entre 0,9 y 1,5 x 106 células mL-1 y producciones de biomasa de 9 a 34 g L-1 bajo condiciones 

de cultivo semicontroladas y a diferentes concentraciones de nutrientes.  

Así mismo, Asterionella formosa fue evaluada por Tilman & Soltan (1976) que modificaron las 

concentraciones de fosfatos y silicatos, con lo cual obtuvieron un rendimiento de 2,2 x 106 

células mL-1 con un tiempo de duplicación de 0,88 d. Por otra parte, Xia et al. (2013) realizaron 

cultivos de Biddulphia aurita obteniendo una producción de 4 g L-1 en 10 días modificando la 

concentración de nitrógeno y la intensidad de luz.  

Todas estas variaciones entre las diferentes especies se deben al estrés al que son sometidas las 

células al ser transferidas a un medio distinto al natural, así como las diferentes condiciones de 

crecimiento como temperatura, pH, intensidad de luz y las diferentes concentraciones de 

nutrientes (Hernández-Pérez & Labbé 2014). Además se ha demostrado que el crecimiento de 

las microalgas y/o diatomeas se ve afectado por la fuente de nitrógeno, dado que modulan el 

transporte y asimilación de nutrientes necesarios para los procesos metabólicos (Matos Moura 

et al. 2007). Iriarte et al. (2007) afirman que las formas de nitrógeno reducido (amonio y urea) 

promueven una mayor biosíntesis de los nutrientes sobre las formas más oxidadas. No obstante, 

se ha demostrado que la manipulación de las condiciones de crecimiento como la concentración 
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de nutrientes, tiempos de incubación, pH, temperatura y otras, tienen un impacto directo en la 

cantidad y diversidad de la producción de metabolitos secundarios (Demain 2000, Bode et al. 

2002). 

 

En cuanto a la cantidad de biomasa obtenida, la especie con mayor producción fue C. curvisetus 

(219,62 ± 0,99 mg L-1), seguida de A. japonica (151,12 ± 1,41 mg L-1) y B. mobiliensis (109,04 

± 1,48 mg L-1) en las condiciones probadas. La extracción de biomasa en cada experimento se 

realizó al inicio de la fase estacionaria, es decir a los 4, 5 y 6 días de cultivo respectivamente, 

donde además se obtuvieron los mayores rendimientos (Tabla 1), y de acuerdo a Roze et al. 

(2011), los metabolitos secundarios son producidos mayoritariamente durante la transición de 

la fase exponencial a la fase estacionaria. 

 

Los porcentajes de rendimiento de los tres extractos (hexano, diclorometano y acetona) 

obtenidos de cada una de las especies se muestran en la Tabla 2, se aprecia que el rendimiento 

de los extractos de diclorometano y acetona de B. mobiliensis fueron mayores y estadísticamente 

significativos (P<0.05) en comparación a los obtenidos para C. curvisetus y A. japónica. La 

diferencia en el porcentaje de rendimiento se debe al tipo de disolvente utilizado (Ncube et al. 

2008) ya que éstos extraen compuestos de distintos pesos moleculares dependiendo de su 

estructura química, por ejemplo, los compuestos polifenólicos tienen mayor solubilidad en 

disolventes polares como la acetona, pero además estos compuestos se dividen en varias clases 

de acuerdo con el número de anillos aromáticos que contienen, tales como los flavonoides, 

ácidos fenólicos, estilbenos y lignanos que a su vez tienen pesos moleculares distintos, lo cual 

se ve reflejado en el peso final del extracto (Harborne & Williams 2000). 

 



 

 

15 
 

En cuanto a la actividad antibacteriana de los extractos, la CMI se muestra en la tabla 3, 

destacando el extracto de diclorometano de C. curvisetus que presentó una actividad contra 

bacterias ATCC Gram positivas y Gram negativas en concentraciones de 0,5 a 2 mg mL-1. Estos 

resultados son similares a los reportados por Wang et al. (2010), que evidenciaron la actividad 

antibacteriana de un extracto obtenido con éter de petróleo para Staphylococcus aureus (25 mg 

mL-1), Bacillus subtilis, Escherichia coli y Proteus vulgaris (12 mg mL-1) siendo 

concentraciones más elevadas a nuestro estudio. Además, se han realizado estudios sobre la 

actividad antibacteriana en otras especies de Chaetoceros sp, como lo reportado por Sánchez-

Saavedra et al. (2010) de un extracto metanólico de C. muelleri, con actividad contra Bacillus 

subtilis y Staphylococcus aureus, además Sushanth & Rajashekhar, (2015) determinaron la 

actividad antibacteriana de extractos etanólico, metanólico y hexánico de C. calcitrans contra 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Bacillus subtilis. 

En este estudio el extracto con mayor actividad antibacteriana de A. japónica fue el de acetona 

con CMI de 4 mg mL-1 para Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Pseudomona aeruginosa 

ATCC 27853 y de 8 mg mL-1 para Staphylococcus sciuri ATCC 29061 y Escherichia coli ATCC 

25922. Esto es similar a lo reportado por Viso et al. (1987) que demostraron la actividad de A. 

japonica contra Micrococcus luteus, Sarcina sp. y Staphylococcus aureus. Así mismo Gauthier 

(1969), demostró actividad antimicrobiana de Asterionella notata, contra levaduras y hongos 

filamentosos (Candida albicans, Penicillium sp. y Aspergillus genus). 

El extracto de acetona de B. mobiliensis, mostró una mayor actividad contra Escherichia coli 

ATCC 25922 , Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 

en concentraciones de 0,5 mg mL-1, coincidiendo a lo reportado por Walter & Mahesh (2000), 
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que determinaron la actividad antibacteriana de un extracto de acetona contra Pseudomonas 

aeruginosa, Salmonella paratyphi y Salmonella typhi.  

Sin embargo, todos los autores antes mencionados realizaron la evaluación de la actividad 

antibacteriana mediante el método de difusión en disco y por lo tanto los resultados no son 

totalmente comparables. 

Es posible que el espectro de actividad de los extractos evaluados se deba al tipo de metabolitos 

secundarios, y su concentración, presentes en cada uno de ellos, esto se demostró en el perfil 

fitoquímico dónde la presencia de aceites esenciales fue visualizada en todos los extractos 

(Tabla 4), que de acuerdo a Desbois et al. (2009), presentan actividad antibacteriana contra 

bacterias Gram positivas y Gram negativas, por la capacidad de romper la membrana celular 

bacteriana. Los aceites esenciales básicamente están compuestos por terpenoides (Mitiæ-

Æulafiæ et al. 2005), siendo los sesquiterpenoides y meroterpenoides los que se obtienen con 

mayor frecuencia de diatomeas marinas (Abad et al. 2011, Jyotirmayee et al. 2014). El 

mecanismo de acción de los terpenoides está dado por el aumento en la permeabilidad de la 

membrana de las células bacterianas (Griffin 2000). Los ácidos grasos (monoinsaturados y 

poliinsaturados) también se incluyen entre los aceites esenciales  y son producidos por diferentes 

diatomeas (Lebeau & Robert 2003). Los poliinsaturados se han obtenido con mayor frecuencia 

de Nitzschia alba (Lee 1997), Phaeodactylum tricurnotum (Robles-Medina et al. 1999), 

Skeletonema costatum (Blanchemain & Grizeau 1999) y específicamente de C. calcitrans 

(Servel et al. 1994), C. gracilis (Pratiwi et al. 2009), C. muelleri (Pacheco-Vega et al. 2010),  

C. baculites, C. anastomosans y C. affinis (Fuad et al. 2015). Por este motivo es probable que 

algunos tipos de ácidos grasos poliinsaturados estén presentes en el extracto total de                        

C. curvisetus y sean estos los responsables de la actividad antibacteriana. 
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El perfil fitoquímico reveló también que todos los extractos de acetona presentaron saponinas 

(Tabla 4). Las saponinas son glúcidos que tienen la capacidad de formar complejos con el 

colesterol presente en las membranas celulares y producir grandes poros en las mismas, 

alterando la permeabilidad y morfología de la célula microbiana (Díaz Puentes 2009) pero 

además, en las bacterias Gram negativas cuyas paredes celulares carecen de colesterol pero están 

cubiertas por lipopolisacáridos en un 90%, las saponinas tienen la capacidad de interactuar con 

el lípido A y así aumentar la permeabilidad de la pared celular bacteriana (Arabski et al. 2009) 

por lo que se sugiere que la actividad antibacteriana del extracto de acetona de B. mobilienses, 

que presentó los valores de CMI menores contra bacterias ATCC Gram negativas, 

probablemente esté dada por algún tipo de saponinas. 

También se encontraron compuestos fenólicos como las quinonas, cumarinas y flavonoides en 

los extractos evaluados (Tabla 4), los cuales presentan actividad antibacteriana como resultado 

de la unión a adhesinas, inhibición enzimática, incremento de la permeabilidad, rompimiento de 

membrana celular, eliminación del substrato, disipación del potencial de membrana, entre otros 

mecanismos (Amaro et al. 2011). Así como los terpenos cuya actividad antimicrobiana se ha 

asociado con la disrupción de la membrana celular bacteriana (Saleem et al. 2010) y los 

alcaloides, que son compuestos que inhiben el crecimiento de microrganismos patógenos debido 

a su capacidad de intercalarse con el DNA, de detener la síntesis de proteínas, inducir la 

apoptosis e inhibir las enzimas del metabolismo de carbohidratos (Sepúlveda-Jiménez et al. 

2003).  

Sin embargo, es importante mencionar que la actividad antibacteriana observada en los extractos 

de diclorometano de C. curvisetus así como los extractos de acetona de A. japonica y B. 

mobiliensis puede deberse a un efecto sinérgico entre los distintos compuestos y no a uno en 
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particular y además estar relacionada a la presencia de más de un compuesto activo y la 

concentración de éstos en cada extracto (Coronado et al. 2015). 

 

Debido a que el extracto de diclorometano de C. curvisetus mostró una mayor actividad 

antibacteriana, se evaluó frente aislados clínicos BLEE´s+ y SCN-RM (Tabla 5) demostrando 

tener actividad antibacteriana contra K. pneumoniae ATCC 700603 BLEE+ (2 mg mL-1), 

Escherichia coli 2578 BLEE´s+ (8 mg mL-1) y Staphylococcus aureus ATCC 01198 RM (4 mg 

mL-1). Esto es de gran importancia ya que las infecciones causadas por bacterias productoras de 

BLEE´s y RM son un problema mundial que incrementa la morbilidad y mortalidad de los 

pacientes hospitalizados y en pacientes en la comunidad, teniendo una prevalencia del 33,3 % y 

52 % respectivamente, en aislados clínicos en México (Mejía et al. 2010, Gales et al. 2012) 

predominando las especie Escherichia coli como agente patógeno de infecciones del tracto 

urinario (Navarro-Navarro et al. 2011, Morones-Esquivel et al. 2016), Staphylococcus aureus 

en infecciones sistémicas, de piel y tejidos blandos (Bustos-Martinez et al 2006, Miranda 

Novales 2011) y Klebsiella pneumoniae en bacteriemias nosocomiales (Silva et al. 2001, 

Andrade et al. 2004) por lo que se hace necesario identificar nuevos compuestos que permitan 

disminuir esta problemática. 

A pesar de que el extracto de diclorometano mostró buena actividad contra bacterias ATCC ésta 

se vio disminuida frente a aislados clínicos (Tablas 3 y 5), la diferencia se debe principalmente 

a los mecanismos de resistencia presentes en los aislados clínicos, ya que las BLEE´s son 

enzimas que hidrolizan el anillo betalactámico de antibióticos como penicilinas y cefalosporinas 

de primera, segunda y tercera generación (Paterson & Bonomo 2005) y las bacterias RM han 

generado una variación genética, codificada en el gen mecA, por medio del cual modifican la 

estructura de su proteína ligadora a penicilina (PBP2a) lo que impide que la meticilina pueda 
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adherirse al lugar donde va a ejercer la acción bactericida (Louis & Rice 2006). Aunado a esto, 

los aislados clínicos utilizados poseen un perfil de resistencia más complejo (datos no 

reportados) y se ha demostrado que tanto el grupo filogenético, los factores y número de genes 

de virulencia incrementan la multirresistencia de estas cepas (Miranda-Estrada et al. 2016) a 

diferencia de las cepas ATCC, las cuales en su mayoría son sensibles a antimicrobianos. Una 

alternativa para incrementar la actividad antibacteriana en aislados clínicos sería evaluar la 

sinergia del extracto de diclorometano de C. curvisetus y antibióticos comerciales con la 

finalidad de promover su absorción y potenciar la actividad de estos últimos. 

 

En conclusión las especies C. curvisetus, A. japonica y B. mobiliensis pueden cultivarse en 

medio F/2 Guillard bajo condiciones in vitro favoreciendo la producción de biomasa, siendo este 

el primer reporte de los parámetros cinéticos de estas diatomeas marinas sin modificaciones en 

el medio de cultivo. Todos los extractos evaluados presentaron actividad antibacteriana, sin 

embargo el extracto de diclorometano de C. curvisetus fue el que mostró una mayor actividad 

frente a bacterias ATCC Gram positivas y Gram negativas, así como aislados clínicos         

BLEE´s +. Sin embargo el extracto de acetona de B. mobiliensis mostró la mejor actividad frente 

a bacterias Gram negativas.  

Por lo anterior se demuestra que estas diatomeas marinas representan una importante fuente de 

compuestos naturales a los cuales puede atribuirse su actividad biológica antibacteriana y que 

pueden ser utilizados tanto en la industria farmacéutica como en otros tipos de industria 

biotecnológica. 
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Fig. 1 Imágenes de A) Chaetoceros curvisetus (1A espinas no bifurcadas, 2A uniones adyacentes, 3c plástidos), B) Asterionella 

japónica (1B ápice, 2B plástidos) y C) Biddulphia mobiliensis (1C prolongaciones marginales, 2B espinas centrales, 3C 

plástidos). I) Tinción: Lugol. Tomadas en objetivo 40x. II) Imágenes de microscopía electrónica de barrido. / Images of A) 

Chaetoceros curvisetus (1A nonbifurcated spines, 2A adjacent junctions, 3c plastids), B) Asterionella japonica (1B apex, 2B 

plastids) and C) Biddulphia mobiliensis (1C marginal extensions, 2B central spines, 3C plastids). I) Staining: Lugol. Taken on 

40x lens. II) Scanning electron microscopy images. 
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Fig. 2 Curvas de crecimiento de  Chaetoceros curvisetus,  Asterionella japónica y Biddulphia mobiliensis / Growth curves 

of  Chaetoceros curvisetus,  Asterionella japónica y  Biddulphia mobiliensis. 
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Tabla 1. Parámetros poblacionales de diatomeas marinas y cantidad de biomasa obtenida en base seca (b.s) ± DE. /  Population 

parameters of marine diatoms and amount of biomass obtained on dry basis ± SD  

 

 

K = Velocidad de crecimiento, TD = Tiempo de duplicación y PD = Producción diaria, d = días, valores a,b y c indican 

diferencias estadísticas (ANOVA y prueba a posterior de Tukey, P<0,05:a>b>c) / K = Growth rate, TD = Time of duplication 

and PD = Daily production, d = days, values a, b and c indicate statistical differences (ANOVA and Tukey test, P<0,05: a> b> 

c).  

 

  

Especie 
Densidad celular 

 (células mL-1) 

Parámetros poblacionales 

Biomasa  (mg L-1) 

K (d) TD (d) PD (células mL-1) 

Chaetoceros curvisetus 4,6 ± 0,54 x 104 a 0,62 ± 0,01ª 1,12 ± 0,02c  8746,67 ± 70,56ª 219,62 ± 0,99ª 

Asterionella japónica 3,2 ± 0,55 x 104 b 0,47 ± 0,02b 1,48 ± 0,04b 5005,56 ± 44,10b 109,04 ± 1,48c 

Biddulphia mobiliensis 6,9 ± 0,35 x 103 c 0,40 ± 0,01b 1,73 ± 0,05a 844,44 ± 1,84c 151,12 ± 1,41b 
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Tabla 2. Rendimiento de los extractos totales de diatomeas marinas / Yield of total extracts of marine diatoms. 

 

Diatomea 

mg de extracto obtenido ± DE (%) 

hexano diclorometano acetona 

Chaetoceros curvisetus 38,1 ± 0,69 (0,83)b 205,8 ± 0,51 (4,46)b 230,9 ± 0,63 (5,01)b 

Asterionella japonica 47,5 ± 1,03 (2,07)a 127,7 ± 0,68 (5,58)c 195,3 ± 0,55 (8,53)c 

Biddulphia mobiliensis 46,3 ± 0,31 (2,02)a 235,7 ± 0,68 (10,29)a 286,1 ± 0,90 (9,01)a 

 

Valores a,b y c indican diferencias estadísticas (ANOVA y prueba a posterior de Tukey, P<0,05:a>b>c) / Values a, b and c 

indicate statistical differences (ANOVA and Tukey test, P <0,05: a> b> c). 
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Tabla 3. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los extractos totales de C. curvisetus, A. japónica y B. mobiliensis 

Minimum / Inhibitory Concentration (MIC) of the total extracts of C. curvisetus, A. japonica and B. mobiliensis. 

 

Bacterias tipo ATCC 

CMI (mg mL-1)  

Chaetoceros curvisetus Asterionella japonica Biddulphia mobiliensis 

H D A H D A H D A 

Control negativo * + + + + + + + + + 

Control negativo** + + + + + + + + + 

Control positivo*** 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 

Gram positivas          

Staphylococcus aureus 29213 32 0,5 8 32 32 4 32 32 8 

Staphylococcus aureus 25923 ˆ 1 ˆ 32 ˆ ˆ ˆ 32 ˆ 

Staphylococcus sciuri 29061 ˆ 2 16 32 ˆ 8 32 32 16 

Enterococcus faecalis 29212 4 2 16 ˆ 32 ˆ 2 2 ˆ 

Enterococcus caseofluvialis 700327 ˆ 2 ˆ 2 2 ˆ ˆ ˆ ˆ 

Gram negativas          

Escherichia coli  25922 ˆ 2 2 32 32 8 32 32 0,5 

Pseudomona aeruginosa 27853 ˆ 0,5 16 32 32 4 32 32 0,5 

Klebsiella pneumoniae 700603 ˆ 2 16 ˆ 2 16 32 32 0,5 

Enterobacter cloacae 700323 ˆ 2 ˆ ˆ 32 ˆ ˆ ˆ ˆ 

Salmonella dublin 9676 2 2 16 2 32 ˆ 32 32 ˆ 

 

H = Extracto de hexano, D = Extracto de diclorometano, A = Extracto de acetona, ˆ = CMI >32 mg mL-1, + = Crecimiento, 

*=Bacterias, **= Bacterias + DMSO, ***= Ceftazidina m mL-1 / H = hexane extract, D = dichloromethane extract, A = acetone 

extract, ˆ = MIC >32 mg mL-1, + = Growth, * = Bacteria, ** = Bacteria + DMSO, *** = Ceftazidine m mL-1. 
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Tabla 4. Perfil fitoquímico cualitativo de C. curvisetus, A. japonica y B. mobiliensis realizado por Cromatografía en 

Capa Fina (CCF) de los extractos totales / Qualitative phytochemical profile of C. curvisetus, A. japonica and B. 

mobiliensis by thin layer chromatography (TLC) of the total extracts.  

 

Compuestos 
C. curvisetus  A. japonica  B. mobiliensis 

H D A  H D A  H D A 

Saponinas - - +  - - +  - - + 

Lignanos + - -  - - -  + - + 

Cumarinas + + -  + + -  + - - 

Flavonoides  - - +  - - +  + + + 

Triterpenos + + -  + + -  + + - 

Quinonas  + + +  - - +  + + + 

Alcaloides  - + +  - + +  + + + 

Aceites esenciales + + +  + + +  + + + 

 

H = extracto de hexano, D = extracto de diclorometano y A= extracto de acetona  + = presencia, - = ausencia / H = 

hexane extract, D = dichloromethane extract and A = acetone extract, + = presence, - = absence. 
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Tabla 5. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) del extracto de diclorometano de C. curvisetus contra aislados clínicos 

productores de  lactamasas de espectro extendido (BLEE´s+) y Staphylococcus coagulasa negativo resistentes a meticilina 

(SCN-RM) / Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the C. curvisetus dichloromethane extract in clinical isolates of 

extended spectrum  lactamases (BLEE+) and methicillin resistant negative coagulase Staphylococcus  (MR-SCN). 

 

Microorganismos CMI (mg mL-1) Microorganismos CMI (mg mL-1) 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603  2 Staphylococcus aureus ATCC 01198   4 

Escherichia coli 2578 BLEE + 8 Staphylococcus epidermidis 1042 MR 32 

Escherichia coli 4036  BLEE + 16 Staphylococcus haemolitycus 562 MR 32 

Escherichia coli 4012  BLEE + ˆ Staphylococcus haemolitycus 731 MR ˆ 

Escherichia coli  2149 BLEE + ˆ Staphylococcus haemolitycus 1036 MR ˆ 

  Staphylococcus simulans 1050 MR ˆ 

ˆ = CMI >32 mg mL-1 
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ANEXOS 

 

Anexo 1. Aislamiento, identificación y cultivo de diatomeas marinas 

 

El aislamiento de las células se realizó mediante el método de pipeta descrito por Andersen 

(2005), para lo cual se deposita una gota de muestra planctónica sobre un portaobjetos y 

colocando una pipeta Pasteur con punta reducida por encima de las células de interés, estas son 

succionadas por capilaridad. La muestra se transfiere a una gota de agua marina estéril sobre 

otro portaobjetos y se repite este procedimiento entre 5 y 6 veces hasta observar células de una 

sola especie. Esta muestra es inoculada en 9 mL de solución (cepa madre) que contiene medio 

de cultivo F/2 (Sigma-Aldrich® St. Louis, USA) en agua marina estéril a una concentración de 

4 mL L-1 (Guillard 1973). 

 

Las especies Chaetoceros curvisetus, Asterionella japonica y Biddulphia mobiliensis fueron 

identificadas con un microscopio óptico binocular (Leica, 1349521X, Buffalo, N.Y., USA) 

utilizando los objetivos 10x y 40x con base en las características morfológicas reportadas por 

Round et al. (2007). Estas características fueron confirmadas con las imágenes obtenidas por 

microscopía electrónica de barrido (Microscopio Electrónico de Barrido Jeol T300) para lo cual 

las muestras se prepararon realizando de 4 a 5 lavados con agua destilada y se centrifugaron a 

1500 rpm con el objetivo de eliminar el exceso de sal y obtener muestras parcialmente limpias 

mejorando así la calidad de las micrografías. Las muestras se colocaron sobre el soporte y se 

dejaron secar, ya que deben estar excentas de humedad, disolventes y líquidos en general y para 

facilitar el proceso fueron recubiertas por grafito. 
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Para obtener cultivos monoespecíficos, se prepararon inóculos en tubos de ensaye (16 x 150), 

agregando 9 mL de solución de medio de cultivo F/2 (4 mL L-1) y 1 mL de la cepa madre 

(inóculo). Se incubaron durante seis a siete días y se transfirieron a matraces de 250 mL de 

volumen, colocando 100 mL de solución de medio de cultivo F/2 y 10 mL de inóculo.  

Finalmente se obtuvieron cultivos de 1 L de solución de medio de cultivo F/2 añadiendo 200 mL 

de inóculo en matraces de 2 L de volumen, manteniendo las siguientes condiciones de cultivo 

para los tres escalamientos: temperatura constante de 25 ± 0.5 °C, pH de 7.9, salinidad de 30-

32 ups y un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad (ciclo circadiano). Los 

cultivos monoespecíficos se hicieron por triplicado (Pérez 1995, modificado). 
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Anexo 2. Evaluación de la actividad antibacteriana (Ríos et al. 1988) 

 

Método bioautografico 

La bioautografia pertenece a los métodos comúnmente utilizados de detección de actividad 

antimicrobiana, y se puede definir como el primer procedimiento que se aplica a una muestra 

analizada con el fin de establecer la presencia o ausencia de actividad. Es un método simple y 

barato que no requiere de equipo sofisticado ya que puede realizarse mediante CCF.  

El procedimiento seguido en este estudio fue el siguiente: Se prepararon dos cromatoplacas de 

sílica gel (No. 60 Merck) de 5 x 3 cm, sobre el punto de aplicación se colocaron los extractos 

con ayuda de un capilar con punta reducida. 

Las cromatoplacas fueron eluidas en un sistema hexano: acetona (7:3), una de las cromatoplacas 

sirvió como control para la localización de los compuestos, siendo analizada bajo luz 

ultravioleta (302 y 365 nm) y revelada con revelador ácido (10% ácido sulfúrico, 90% agua). 

La segunda cromatoplaca se sumergió en una suspensión de Staphylococcus aureus ATCC 

29213 ajustado al estándar 0,5 de Mc Farland (1-2 x 108 UFC mL-1) durante 30 s y se incubó a 

37 °C durante 24 h en cámara húmeda. Transcurrido el tiempo de incubación el cromatograma 

se roció con una capa ligera y homogénea de una solución acuosa de cloruro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil-2H- bromido-tetrazolium (MTT, Merk®,3 mg/10 mL de agua 

destilada) como colorante vital y se incubó a 37 °C durante 30 min. La actividad antibacteriana 

se interpretó como manchas blancas o zonas de inhibición del crecimiento bacteriano en un 

fondo violeta. 

 

La visualización de estas zonas se lleva a cabo habitualmente utilizando reactivos de detección 

de actividad deshidrogenasa siendo las más comunes las sales de tetrazolio. La deshidrogenasa 

de microorganismos vivos convierte la sal de tetrazolio en formazan intensamente coloreado. 

Como resultado, aparecen puntos blancos cremosos contra un fondo púrpura sobre la superficie 

de la placa de TLC, señalando la presencia de agentes antibacterianos. 
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Bioautografía de extractos totales 1) Hexano, 2) Diclorometano y 3) Acetona de A) Chaetoceros curvisetus, B) 

Asterionella japónica y C) Biddulphia mobiliensis. I) Cromatoplaca control, II) Actividad biológica (Los círculos 

indican la inhibición de Staphylococcus aureus ATCC 29213) 

 

Método de microdilución 

La cuantificación de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalúa habitualmente 

mediante alguna de las variantes de los métodos de dilución. Estos métodos se basan en la 

determinación del crecimiento del microorganismo en presencia de concentraciones crecientes 

del antimicrobiano que se encuentra diluido en el medio de cultivo (caldo o agar) utilizando una 

escala discontinua (habitualmente concentraciones crecientes en base 2) en vez de una escala 

continua (como sucede en el método de difusión). 

 

El procedimiento empleado en este estudio fue el siguiente: 

Se evaluaron los extractos de hexano, diclorometano y acetona de las especies Chaetoceros 

curvisetus, Asterionella japonica y Biddulphia mobiliensis, para lo cual se empleó una 

microplaca de 96 pozos de fondo plano en dónde se colocaron 100 L de caldo Luria Bertani 

(LB) y diluciones seriadas a diferentes concentraciones (0.5, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 mg mL-1) de los 

extractos previamente diluidos con dimetilsulfóxido (DMSO, 200 L ) y agua (800 L). Se 

inocularon 2 L de cepas bacterianas y se incubaron a 37 °C por 24 h.  

 

Se utilizaron cepas bacterianas ATCC Gram positivas: Staphylococcus aureus ATCC 29213, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus sciuri ATCC 29061, Enterococcus 

faecalis ATCC 29212, Enterococcus caseofluvialis ATCC 700327 y bacterias ATCC Gram 

negativas: Enterobacter cloacae ATCC 700323, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomona 
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aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 y Salmonella dublin NTCC 

9676 estandarizadas al 0,5 de la escala Mc Farland (1-2 x 108 UFC mL-1). 

Se usó ceftazidima (10 µg mL-1) como control positivo y dos controles negativos: el primero 

compuesto de caldo LB y bacterias Gram negativas y Gram positivas tipo ATCC y el segundo 

de caldo LB y DMSO. 

 

Las placas fueron leídas utilizando el equipo Multiskan GO 

ThermoScientific (Vantaa, Finland) ajustado a 600 nm y analizado con 

el software SkanIt Software 4.1. con lo cual se determinó la CMI a partir 

de la comparación entre las absorbancias considerándose activos todos 

los extractos con concentraciones menores a 8 mg mL-1.  
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Anexo 3. Perfil fitoquímico 

 

Se prepararon cromatoplacas de sílica gel (No. 60 Merck) de 5 x 3 cm, sobre el punto de 

aplicación se colocaron los extractos con ayuda de un capilar con punta reducida. 

Las cromatoplacas fueron eluidas en un sistema hexano: acetona (7:3) y reveladas con 

reveladores específicos utilizando un hisopo para recubrir las cromatoplacas con cada reaactivo, 

según lo reportado por Wagner et al. 2010: 

 

 Alcaloides (Reactivo Dragendorff) 

 

Preparación del Reactivo: 

Solución a). Se disuelven 0,85 g de nitrato de bismuto básico en 10 mL de ácido acético y 40 

mL de gua. 

Solución b). Se disuelven 8 g de yoduro de potasio en 30 mL de agua. 

Las soluciones son mezcladas en una proporción 1:1 

 

Detección: 

A UV-365 nm se observan manchas fluorescentes de color azul, verde azulada o violeta. 

Después de agregar el reactivo, los alcaloides aparecen inmediatamente como zonas de color 

marrón o marrón anaranjado.  
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 Flavonoides (Vainillina-ácido clorhídrico) 

 

Preparación del reactivo: 

5 mL de solución de vanilina etanólica al 1%  

3 mL de solución de vanilina etanólica concentrada 

 

Detección: 

A UV-365 nm los flavonoides se muestran en amarillo oscuro, verde o azul. Los extractos de 

flavonoides a menudo contienen ácidos fenolcarboxílicos y cumarinas que forman zonas 

fluorescentes azules. 

 

 

 

 

 

 

 

 Triterpenos (Reactivo de Liebermann-Burchard)  

 

Preparación del reactivo: 

5 mL de anhídrido acético  

5 mL de ácido sulfúrico concentrado  

Añadir cuidadosamente a 50 mL de etanol absoluto, mientras se enfría en hielo. 

 

Detección: 

A UV-365 nm se observan manchas de color azul fluorescente  

Después de agregar el reactivo y de haber observado en una lámpara de UV, las cromatoplacas 

deben calentarse a 100 °C durante 5 a 10 min. Una vez transcurrido el tiempo se deben observar 

manchas color azul-violeta o rojo aque indican la presencia de triterpenos. 

 

A. japonica B. mobiliensis C. curvisetus 
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 Aceites esenciales (Vainillina- ácido sulfúrico) 

 

Preparación del reactivo: 

Solución a). Vanilina etanólica al 1%. 

Solución b). Ácido sulfúrico etanólico al 10%  

Las cromatoplacas deben rociarse con ambas soluciones. 

 

Detección: 

A UV-365 nm se observan manchas fluorescentes de color azul, rojo y azul marino 

Después de agregar el reactivo y de haber observado en una lámpara de UV, las cromatoplacas 

deben calentarse a 100 °C durante 5 a 10 min. Una vez transcurrido el tiempo se deben 

observar manchas color rojo y verde. 
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 Lignanos (Vainillina-ácido fosfórico) 

 

Preparación del reactivo: 

Solución a). Disolver 1 g de vainillina en 100 mL de ácido fosfórico al 50%. 

Solución b). Disolver dos partes de ácido fosfórico al 24% y ocho partes de ácido vanílico 

etanólico al 2%. 

Las cromatoplacas deben rociarse con ambas soluciones. 

 

Detección: 

A UV-365 nm se observan manchas azul fluorescente 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Quinonas y cumarinas (Hidróxido de potasio) 

 

Preparación del reactivo: 

Hidróxido de potasio al 5% 

 

Detección: 

A UV-365 nm se observan manchas fluorescentes azul, verde-azul, amarillo, marrón 

(cumarinas) y rojo (quinonas) 
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 Saponinas (Prueba de espuma) 

La prueba cualitativa de espuma consiste en colocar 3 mL de agua tibia y agregar la muestra a 

evaluar, posteriormente se agita rigurosamente durante 15 s y se debe formar una espuma estable 

como la obtenida al agitar una solución acuosa de un jabón.  

 

Negativa Positiva 

C. curvisetus A. japonica B. mobiliensis 


