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RESUMEN: Se analizé la actividad antibacteriana y antifingica de los extractos metandlicos, hexanicos, cloroférmicos y
en acetato de etilo obtenidos de las macroalgas Gracilariopsis tenuifrons, Gelidium serrulatum y Kappaphycus alvarezii
provenientes del oriente de Venezuela. Los extractos fueron enfrentados contra las cepas bacterianas Gram (+) Saphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis y Micrococcus luteus y las Gram (-) Escherichia coli, Yersinia sp. Acinetobacter
calcoaceticus y Pseudomonas aeruginosa; y contra los hongos Mucor sp, Curvularia lunata, Penicillium expansum, Aspergillus
oryzae, A. niger y Candida albicans. Los resultados indican que las tres especies de algas producen metabolitos secundarios con
actividad antibacteriana los cuales pudieran ser utilizados con fines terapéuticos. Ninguno de los extractos produjo actividad
antifingica frente a las cepas de hongos probadas.
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ABSTRACT: The antibacterial and antifungal activity of methanolic, hexanic, chloroformic, and ethyl acetate extracts
obtained from the macroalgae Gracilariopsis tenuifrons, Gelidium serrulatum and Kappaphycus alvarezii from eastern
Venezuela were analyzed. The extracts were tested against the Gram positive bacterial strains Saphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Enterococcus faecalis, and Micrococcus luteus; and the Gram negative strains Escherichia coli, Yersinia sp. Acinetobacter
calcoaceticus, and Pseudomonas aeruginosa; and against the fungi Mucor sp., Curvularia lunata, Penicillium expansum,
Aspergillus oryzae, A. niger, and Candida albicans. The results indicate that the three species of algae produce secondary
metabolites with antibacterial activity that can be used therapeutically. None of the extracts exhibited antifungal activity

against the fungal strains tested.
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INTRODUCCION

Numerosas investigaciones realizadas en micro y
macroal gas marinas han demostrado que éstas producen
una amplia variedad de metabolitos secundarios
biol6gicamente activos, con estructuras moleculares
Unicas, no encontradas en otros organismos (FREILE-
PeLeGriN 2001). Los productos naturales marinos se han
investigado principalmente por sus propiedades
antimicrobianas, citotdxicas, antitumorales, antiinflamatorias,
etc. Y se ha demostrado que las algas marinas producen
compuestos con propiedades antimicrobianas, |os cuales
son utilizados como defensas quimicas contra herbivoros
y patdégenos marinos.

Aunque las algas marinas son un recurso natural
renovable de gran diversidad y abundancia en las costas

venezolanas, hasta el presente es poco lo que se ha
investigado con respecto a la determinacién de
compuestos bioactivos en estos organismos. Entre estas
investigaciones podemos mencionar la de CHARZEDDINE
& FariNAs (2001) quienes evaluaron las propiedades
bioactivas de doce especies de algas marinas, y
concluyeron que la actividad hemaglutinante y
antibacteriana presente en algunas especies podria
atribuirse a la presencia de aglutininas tipo lectinas.
CorbpERO (2003) estudié la actividad antimicrobiana,
biotoxicay andlisisquimico de dos especiesdeagasrojas,
y sefial 6 que los extractos de ambas especies presentaban
propiedades antibacteriana y antifingica. CHARZEDDINE
(2004) encontré que el extracto acuoso del algaHalimeda
opuntia provocd hemaglutinacion de los tres grupos
sanguineos humanos debido a la presencia de lectinas.
Tomando en consideracién lo expuesto anteriormente, se
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estimé conveniente evaluar |a actividad antibacterianay
antifingica de los extractos metandlicos, hexanicos,
cloroférmicos y en acetato de etilo en tres especies de
algas rojas marinas de gran importancia econémica:
Gracilariopsis tenuifrons (Bird et Oliveira) Fredericq et
Hommersand, Gelidium serrulatum J. Agardh vy
Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex Silva. Ademas,
segun labibliografiarevisadano existeinformacion acerca
de la actividad biolégica y compuestos bioactivos
presentes en las mismas, por o que se espera que los
resultados obtenidos en este estudio aporten informacion
novedosa y sirvan de base para futuras investigaciones
encaminadas tanto a la deteccion como a aislamiento de
compuestos con actividad bioldgica en el campo de las
macroalgas marinas.

MATERIALESY METODOS

Las muestras de G tenuifronsy G serrulatum fueron
recolectadas en febrero de 2007 en la costa Norte de la
Peninsula de Araya, estado Sucre, especificamente en la
Vegaubicadaa10° 37’ Lat Ny 64° 7' Long W y en Punta
Guarapoal(°38 Lat. Ny 63°43' Long W, respectivamente
K. alvarezii se recolectd en agosto de 2006 en el Puerto
Internacional EI Guamache, estado Nueva Esparta,
Venezuela, a 10° 52" Lat. N y 64° 03' Long W. De cada
especie se recolectd aproximadamente 10 Kg en peso
himedo. Fueron lavadas cuidadosamente para eliminar
epifitos y otras impurezas, y se secaron a temperatura
ambiente y ala sombra. Fueron molidas y extraidas con
metanol, luego por filtracion y rotaevaporando en un
rotaevaporador Biichi R-200 a 37 °C se obtuvo el extracto
metandlico (EM) o extracto crudo, al cual seleafiadié una
mezclametanol:agua (9:1) para ser extraido inicialmente
con hexano, obteniéndose la fase acuosa y la fase en
hexano, ésta fue rotaevaporada y se obtuvo el extracto
hexanico (EH). Sesigui6 el mismo procedimiento pero con
cloroformoy acetato deetilo, parafinalmente obtener los
extractos cloroférmicos (EC) y en acetato de etilo (EAE)
en lastres especies de algas estudiadas y descartar lafase
acuosa.

Ladeterminacion delaactividad antibacterianaserealizo
por medio de la técnica de difusion en agar o en placas
(Bauer et al. 1966), lacual consistié en probar laeficacia
de un extracto organico con posible actividad antibidtica,
en medio de cultivo (Mueller-Hinton) inoculado con
suspensiones de bacterias Gram positivas (Gram (+):
Saphylococcus aureus Subsp. aureus (IBE (Doc-19)),
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Bacillussubtilis (ICTA-07), Enterococcusfaecalis (WHO
14) y Micrococcus luteus (Bioanalisis-33-8-10); y Gram
negativas (Gram (-): Escherichia coli (ATCC 25922),
Yersinia sp (DAI-269J1), Acinetobacter calcoaceticus
(ATCC 23055) y Pseudomonasaeruginosa (ATCC 27853)
pertenecientesala Coleccién Americanade Cultivos Tipo
(ATCC). Estas cepas bacterianas fueron proporcionadas
por el Centro Venezolano de Colecciones de
Microorganismos. Fueron empleadas aunaconcentracion
conocida (1x108 bacteriasml), en relacién a un patrén
comercia (MacFarlan 0,5). Posteriormente, se colocaron
discos de papel de filtro Whatman N° 3 de 10 mm de
diametro impregnados con 25 pl del extracto (20mg/ml) y
se colocaron sobre lasuperficiedel agar. Como controles
negativos se utilizaron discos impregnados con el
disolvente empleado para la obtencion del extracto. Las
placas con los medios de cultivo inoculados fueron
preincubadas a 4’C, durante doce horas, parafacilitar la
difusion del extracto. Luego, seincubaron a37°C, durante
veinticuatro horas, parapermitir €l crecimiento bacteriano.
Si d extractoinhibiael crecimiento bacteriano, seformaba
unha o deinhibicién arededor del disco, € cua fuemedido
(en mm) con unareglagraduada. Paradeterminar el grado
de actividad del extracto fueron consideradas las
categorias propuestas por Monks et al. (2002) de acuerdo
a los didmetros de los halos de inhibicién: (-) no hay
actividad; actividad leve o débil (diametro entre 7-11 mm);
actividad moderada (diametro entre 11-16 mm) y actividad
fuerte (didmetro mayor a16 mm).

Paralaactividad antifingicase siguié latécnicadescrita
por MabuBuny! (1990). Para ello se incubaron cepas de
hongos patégenas certificadas (ATCC) en Agar inclinado
PapaDextrosa(APD) y sedejaron crecer por unasemana
atemperaturaambiente. Transcurrido estetiempo, en cada
tubo, se afiadieron 10 ml de agua destilada estéril. Los
tubos fueron agitados y filtrados para obtener una
suspension de esporas de cada cepa incubada. La
suspension micética (0,1 ml) se sembré sobre cépsulas de
Petri previamente servidas con APD. Discos de papel de
filtro Whatman N°3 de 10 mm de diametro fueron
impregnados con los extractos (20mg/ml). Los discos se
incubaron durante 48 horas atemperaturaambiente, para
permitir €l crecimiento fangico. Los halos de inhibicién
fueron medidos (mm) con unareglagraduada. Las cepas
micéticas utilizadas fueron los hongos filamentosos
Mucor sp., Curvularia lunata, Penicillium expansum,
Aspergillus oryzae y A. niger, y la levadura Candida
albicans. Estas fueron suministradas por el Laboratorio
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de Microbiologia del Departamento de Bioandlisis de la
Universidad de Oriente.

RESULTADOSY DISCUSION

L osresultados obtenidos de laactividad antibacteriana
de los diferentes extractos de G. tenuifrons demuestran
qgueel EM y el EH inhibieron el crecimiento de las cepas
bacterianas Gram (-) Yersiniaspy A. calcoaceticus, y Gram
(+) E. faecalis y B. subtilis, con halos de inhibicion
comprendidosentre 11y 16 mm, lo cua segun lacategoria
propuesta por Monks et al. (2002) corresponde a una
actividad moderada. Mientras, que el EC inhibi6 el
crecimiento de la mayoria de las cepas bacterianas

probadas, a excepcion de las cepas Gram (+) M. luteusy
S. aureus, con halos de inhibicion entre 16 y 19 mm,
correspondiendo a una actividad fuerte (Tabla 1). Sin
embargo, en G. serrulatum el EM produjo actividad
antibacteriana moderada frente a casi todas las cepas
bacterianas probadas, con halos deinhibicién entre 12-16
mm, a excepcion de E. faecalis cuyo halo de inhibicién
fuede 20 mm, indicando unaactividad fuerte (Tabla 1). El
EH no present6 actividad frente aE. coli y Yersinia sp.,
mientras que frente a las demés cepas bacterianas
probadas mostro actividad moderada (halos deinhibicién
entre 12-15 mm). EI EC fue el que menos inhibio el
crecimiento bacteriano, solo lo hizo frentea Yersinia sp.,
E. faecalisy B. subtiliscon halosdeinhibicién de 12 mm,

TABLA 1.- Halos de inhibicion (en mm) de la actividad antibacteriana de los extractos de Gracilariopsis tenuifrons, Gelidium
serrulatumy Kappaphycus alvarezii frente alas cepas bacterianas probadas

Especies de algas

Gracilaviopsis Geliditm serrulation Kappaplycus
terudifrons alvarezii
Batractos
Bacterias EM FH EC EM FEH EC FAE EM  FAE EC
Escherichia coli - - 16 12 - - - -
Yersimia sp. 13 13 17 13 12 - 13 -
Acimetobacter calcoaceticus 12 15 19 - 13 - - - -
Enterococcus faecalls 11 16 16 20 13 12 - - 13 -
Bacillus subtis 12 13 19 16 13 12 - - 13 -
Micrococcus teis - 12 13 - - - -
Staphylococcus ameus - 13 12 - - - - -
Freudomonas aeruginosa - - 16 14 15 - - - 13 -

EM: extracto metandlico EH: extracto hexanico
EAE: extracto en acetato deetilo

Diametro del disco:

EC: extracto cloroférmico

10 mm
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lo cual indicaunaactividad moderada. EI EAE noinhibio
el crecimiento de ninguna de las cepas bacterianas
probadas.

En laTabla 1 podemos observar que de los extractos
obtenidos de K. alvarezii, el que produjo actividad
antibacteriana moderada frente a las cepas bacterianas
Yersinia sp., E. faecalis, B. subtilisy P. aeruginosa fue el
EAE con halosdeinhibicién entre 13y 15 mm de diametro.
Losotrosextractos, EM y EC noinhibieron el crecimiento
delasdiferentes cepas bacterianas probadas. Sin embargo,
Naai et al. (2009) sefialan que en Eucheuma denticulatum,
especie perteneciente alamisma Familiay Orden que K.
alvarezii, e extracto metandlico mostro actividad inhibitoria
solamente en organismos Gram positivos incluyendo S
aureus y Streptococcus pyogenes, mientras que frente a
los Gram negativos incluyendo E. coli, Klebsiella
pneumoniae y P. aeruginosa no mostré actividad,
coincidiendo con los resultados de este estudio del EM
deK. alvarezii frenteaE. coli y P. aeruginosa (Tabla1).

L os resultados obtenidos confirman lo reportado por
otros autores (De LARA-Isass! et al. 1996; GonzALEz DEL
VAL et al. 2001; Lima-FiLHo et al. 2002, quienes sefid aron
gue cuando se realizan pruebas biol dgicas con extractos
obtenidos con solventes de distintas polaridades éstos
poseen compuestos 0 metabolitos secundarios que
inhiben el crecimiento de ciertas bacterias y hongos, y
generalmente aquellos mas polares son los que exhiben
mayor actividad. Al respecto, el extracto metandlicode G
serrulatuminhibié el crecimiento delamayoriadelas cepas
bacterianas probadas (Tabla 1). En los otros extractos de
|as especies de al gas estudiadas no se observé unarelacion
directa entre la polaridad de los solventes y la actividad
antibacteriana. Sinembargo, Nair et al. (2007) indican que
€l extracto en acetonade Enteromor phaintestinalisfueel
mas potente al inhibir e crecimiento de algunas cepas
bacterianas probadas.

Estudios realizados en diferentes partes del mundo
confirman que los exudados de algunas especies de
Chlorophyta, Phaeophyta y Rhodophyta presentan
actividad antimicrobiana(Caccamese et al. 1981; BALLANTINE
etal. 1987; VIDYAVATHI & SHRIDHAR 1991; GonzALEz DEL VAL
et al. 2001; MacaLLANES et al. 2003; FrelLE-PELEGRIN &
MoraLEs 2004; TaskIN et al. 2007; SaLvapor et al. 2007).

Con respecto alaactividad antifingica, ninguno delos
extractos de las tres especies de agas estudiadas inhibid
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el crecimiento delasdiferentes cepas de hongos probadas,
esto probablemente pudo ser debido a lo sefialado por
MabicaN et al. (1998) quienesreportan quelapared celular
deloshongos, debido a su composicidn quimica, es muy
gruesay rigida, por lo que se podriasuponer quelacausa
de ausenciade actividad antimicéticase debaaquedicha
pared actlia como una barrera, impidiendo la entrada de
los compuestos a citoplasma de las células. También
podriasefialarse el desarrollo demecanismosderesistencia
de las cepas de hongos frente a los extractos probados.

En las tres especies de algas estudiadas, los
compuestos mayoritariosidentificados por cromatografia
de gases/espectrometria de masas fueron hidrocarburos
saturados e insaturados, alcoholes, fenoles, lactonas,
cetonas, acidos grasos y esteroles. Pero no podemos
asegurar con certeza cudl o cudes son los compuestos
responsables de la actividad antibacteriana presentada
por las macroalgas evaluadas.

Losresultadosindican que G tenuifrons, G. serrulatum
y K. alvarezii producen metabolitos secundarios con
actividad antibacteriana, los cual es pudieran ser utilizados
con fines terapéuticos.
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