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RESUMEN: Considerando la gran variedad de algas marinas existentes en nuestro pais, y partiendo
del hecho de que son una rica fuente de compuestos bioactivos, en este estudio se evaluo6 la actividad
antibacteriana y toxica de los extractos metandlicos de las algas rojas Gracilaria cervicornis, Gelidium
serrulatum e Hypnea sp. recolectadas en la costa norte de la Peninsula de Araya, estado Sucre, Venezuela,
aportando asi informacidén novedosa sobre biactividad en macroalgas marinas. La actividad antibacteriana
se realizé utilizando el método de difusion en agar frente a cepas bacterianas certificadas. Mientras que
la actividad toxica se determiné frente a nauplios de Artemia salina y se cuantific6 mediante el calculo
de la Concentracion Letal Media (CL, ). Los resultados obtenidos sefialan que el extracto metanolico de
Hypnea sp. fue el que mostro actividad antibacteriana leve frente a las bacterias Escherichia coliy Bacillus
cereus. Con respecto a la toxicidad, todos los extractos evaluados mostraron valores de CL, < 1000 pg/ml,
indicando toxicidad moderada frente a 4. salina. Las especies de algas estudiadas pudieran ser consideradas
como fuentes promisorias de extractos bioactivos con potenciales aplicaciones farmacoldgicas.
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ABSTRACT: Considering the great variety of marine algae existing in our country, and
based in the fact that they are a rich source of bioactive compounds, in this study the antibacterial and
toxic activity of the methanolic extracts of the red algae Gracilaria cervicornis, Gelidium serrulatum and
Hypnea sp. collected on the north coast of the Araya Peninsula, Sucre state, Venezuela was evaluated, thus
providing novel information on bioactivity in marine macroalgae.

The antibacterial activity was assayed using the agar diffusion method against certified bacteria. The
toxic activity was determined against the nauplii Artemia salina and quantified by calculating the Lethal
Concentration Median (LC,)). The results obtained indicate that the methanolic extract of Hypnea sp showed
weak antibacterial activity against Escherichia coli'y Bacillus cereus bacteria. Concerning to toxicity, LCy,
values were < 1000 pg/ml, indicating moderate toxicity against 4. salina. The algae species studied could
be considered as promising sources of bioactive extracts with potential pharmacological applications.
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INTRODUCCION

En las algas, los compuestos usados como defensas quimicas son los metabolitos secundarios,
los cuales son moléculas bioldégicamente activas que no son requeridas para la viabilidad pero pueden
suministrar una ventaja competitiva para el organismo que los produce (CRANEY ef al. 2013).

En los ultimos aios, las algas marinas han recibido gran atencion por ser fuentes potenciales
de compuestos bioactivos con un amplio espectro de propiedades como antibacterianas,
antifingicas, antivirales y antioxidantes (FrikHA et al. 2011; MOUBAYED et al. 2017; AFTABUDDINI
et al. 2020; CarPeNA et al. 2022). Por otro lado, el estudio de los metabolitos secundarios no
solo permite el descubrimiento de nuevas estructuras quimicas, o de nuevos compuestos con
actividades bioldgicas significativas, sino que también proporciona una gran variedad de prototipos
estructurales para la creacion de andlogos sintéticos con propiedades quimioterapéuticas, como
es el caso de los anticancerigenos de origen natural (Garcia-Davis et al. 2018). Aunque las
algas marinas son un recurso natural renovable de gran diversidad y abundancia en las costas
venezolanas, hasta el presente es escaso lo que se ha investigado con respecto a la determinacion
de compuestos bioactivos en estos organismos. Entre estas investigaciones podemos mencionar las
de CHARZEDDINE & FARINAS (2001), CorDERO (2003), CHARZEDDINE (2004), SEGNINI (2007), BrITO &
CRESCENTE (2009), MartiNEz (2012), Brito ef al. (2012), D’armaAs ef al. (2020), BriTo & SEGNINI
(2022), quienes sefialan que los extractos organicos de las especies de algas evaluados son fuentes
promisorias de compuestos bioactivos.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antibacteriana y toxica de los extractos
metanolicos de tres especies de algas rojas Gracilaria cervicornis, Gelidium serrulatum e Hypnea
sp., provenientes de la Peninsula de Araya, estado Sucre, Venezuela. Estas macroalgas, de relativa
abundancia en las costas Venezolanas, son de gran importancia econémica debido a la produccion
de ficocoloides, las dos primeras producen agar e Hypnea sp. produce carragenina, hidrocoloides
de gran valor comercial y de amplio uso en las industrias alimenticia, farmacéutica y de cosméticos.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de Gracilaria cervicornis (Turner) J. Agardh e Hypnea sp. J.V. Lamouroux
fueron recolectadas en Guaranache a 10° 37° N - 64° 10’ O, y Gelidium serrulatum J.Agardh
en Punta Guarapo a 10° 38° N y 63° 43’ O, Peninsula de Araya, estado Sucre, Venezuela. Las
especies se identificaron utilizando los trabajos de TavrLor (1960), LittLer & LitTLER (2000)
y GOMEz et al. (2017). Fueron lavadas cuidadosamente con agua del grifo y destilada, secadas
a la sombra a temperatura ambiente y molidas. Posteriormente, se maceraron con metanol 1:3
(m/V alga: metanol) y por presion reducida se obtuvo el extracto metandlico. Se determinaron
familias de compuestos quimicos, tales como alcaloides, antraquinonas, cumarinas, esteroles
insaturados y triterpenos pentaciclicos, fenilpropanoides, flavonoides, glicosidos cianogenicos,
glicésidos cardiotdnicos, metilencetonas, polifenoles, saponinas, taninos, utilizando las técnicas
descritas por Marcano & Hasewaca (2002). La actividad antibacteriana se realiz6 mediante
el método de difusion en agar (BAUER et al. 1966) utilizando las cepas bacterianas Gram (+)
Bacillus cereus (CVCM 461) y Enterococcus faecalis (CVCM 924) y Gram (-) Pseudomonas
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aeruginosa (ATCC 9027) y Escherichia coli (CVCM 39), provenientes del Centro Venezolano
de Colecciones de Microorganismos, a concentraciones de (1x10® bacterias/ml). Luego, discos de
papel de filtro Whatman de 5 mm de diametro fueron impregnados con 15ul del extracto (Brito
& CRESCENTE (2009) y se colocaron sobre las placas sembradas con cada una de las suspensiones
bacterianas. Fueron preincubadas a 4°C por 12 h, y luego incubadas a 37°C por 24 h para permitir el
crecimiento bacteriano. Como controles negativos se emplearon discos impregnados con metanol,
y como controles positivos antibidticos comerciales sensibles a las bacterias utilizadas. Se utilizo
Imipenem para las Gram -, para B. cereus Vancomicina y para E. faecalis Ampicilina/sulbactam.
La actividad antibacteriana fue determinada tomando en consideracion las categorias sefaladas
por Monks et al. (2002) en funcion del didmetro del halo de inhibicién alrededor del disco: (-) no
hay actividad; actividad leve o débil (7-11 mm); actividad moderada (11-16 mm) y actividad fuerte
(> 16 mm). La actividad toxica se determind segun el método descrito por MEYER et al. (1982)
utilizando nauplios de Artemia salina. Los extractos se usaron a concentraciones sucesivas de
1000, 100, 10, 1, 0,1 y 0,01 pg/ml con tres réplicas para cada una de las concentraciones. Luego
se afiadieron 4 ml de agua de mar a cada uno de los viales ademas de 10 nauplios de A. salina por
vial (30 larvas por dilucion) y se ajusto el volumen con agua de mar hasta 5 ml/vial. Los controles
estuvieron constituidos por 10 nauplios, 4,5 ml de agua de mar filtrada y 0,5 ml del solvente. La
mortalidad de los organismos se visualiz6 con ayuda de una lupa estereoscopica después de 24
h. Estos datos fueron procesados en un programa para analisis Probit, Logit, Binomial y Moving
Average para estimar valores de concentracion letal media (CL,)) a intervalos de confianza de
95%, segun StePHAN (1977). El grado de letalidad del extracto fue definido segun los valores de
CL,, de acuerdo con las categorias propuestas por VALDES-IGLEsIAS ef al. (2003): Extremadamente
toxico (< 10 pg/ml); Muy téxico (> 10 y < 100 pg/ml); Moderadamente toxico (> 100 y < 1000)
y No toxico (> 1000 pg/ml).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos sefalan que el extracto metandlico de Hypnea sp. mostro actividad
antibacteriana frente a las bacterias E. coli y B. cereus, con halos de inhibiciéon de 10 mm (TABLA
1), lo cual segun las categorias propuestas por Monks et al. (2002) corresponde a una actividad
leve. Estos resultados coinciden con los reportados por ALGHAZEER et al. (2013) en el extracto
metanolico de H. musciformis, quienes ademds de encontrar actividad antibacteriana frente
a E. coli, también la reportan frente a Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus spp., Salmonella typhimurium, Staphylococcus epidermidis y Klebsiella spp.
Asimismo, REzA et al. (2013) sefialan que el extracto metandlico (80%) de H. flagelliformis mostrd
actividad frente a B. subtilis y S. aureus con halos de inhibicion de 10 y 9 mm, respectivamente.
Igualmente, SELIM et al. (2015) indican que H. esperi inhibid el crecimiento de E. coli, B. subtilis
y S. aureus, estos autores atribuyen la actividad antibacteriana observada a los acidos grasos
identificados en esta especie. SHIREESHA et al. (2016) encontraron que el extracto metandlico de
H. musciformis present6 actividad antibacteriana frente a las bacterias S. aureus, K. pneumoniae,
B. subtilis y E. coli, atribuyéndole esta actividad a los compuestos fenolicos y flavonoides
presentes en esta especie. Resultados similares reportan IMRAN ef al. (2021) en los extractos en
etanol, metanol, acetona y acuoso de H. musciformis frente a S. aureus, E. coli, Klebsiella sp,
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Pseudomonas sp y Salmonella sp. ABD EL HAFEz et al. (2022) sehalan que el extracto metandlico
de H. cornuta produjo efecto antibacteriano frente a E. coli, S. aureus y Streptococcus pyogenes.
Existen numerosas evidencias cientificas relacionadas con la actividad antibacteriana en extractos
organicos de macroalgas marinas frente a bacterias Gram + y Gram -, entre las cuales podemos
citar las de Brito & CRESCENTE (2009), ALGHAZEER et al. (2013), Reza et al. (2013), SELIM ef al.
(2015), Perez et al. (2016), Rizzo et al. (2017), MouBAYED et al. (2017), IMRAN et al. (2021) y
ABD EL HarEz et al. (2022). Las otras especies de algas no mostraron actividad frente a las cepas
bacterianas probadas. En este sentido, ALGHAZEER et al. (2013) y ABD EL Harez ef al. (2022),
reportan que la actividad antimicrobiana depende de las especies de algas, métodos de coleccion,
solventes utilizados y de la eficiencia en la extraccion de sus compuestos bioactivos, asi como de
las condiciones del habitat. Rizzo et al. (2017) sehalan que los compuestos bioactivos de algas
marinas con actividad antimicrobiana han sido atribuidos a una gran variedad de metabolitos, tales
como polisacaridos, acidos grasos poliinsaturados, florotaninos y otros compuestos fendlicos y
carotenoides. En esta investigacion, el estudio fitoquimico realizado al extracto metanolico de las
algas Hypnea. sp, G. serrulatum y G. cervicornis, para detectar la presencia de los metabolitos
secundarios (TABLA 3), revel6 la presencia de alcaloides, esteroles, flavonoides y taninos en las
tres especies de algas, en G. serrulatum y G. cervicornis se detectd metilencentonas, mientras que
Hypnea sp.y G. serrulatum presentaron glicosidos cardiotonicos. Solo en el extracto metandlico
de G. cervicornis se detectd antraquinonas. Posiblemente, alguno de estos compuestos sea
responsable de las actividades antibacteriana y tdxica mostrada por Hypnea sp. y toxica en las
otras dos especies de algas estudiadas.

En general, como sefialan CARPENA et al. (2022) los extractos de algas como agentes
antimicrobianos podrian incorporarse como ingredientes naturales en preparaciones alimenticias
y farmacéuticas para el tratamiento de multiples enfermedades infecciosas. Ademas, la amplia
actividad reportada frente a patdgenos microbianos abre nuevas perspectivas en el campo de la
valorizacion de las algas para su consideracion como fuentes naturales de antibidticos y antivirales.

Con respecto a la letalidad, los valores de CL,; fueron < 1000 pg/ml, para las tres especies
de algas evaluadas (TABLA 2), indicando letalidad moderada de los extractos metandlicos frente

TABLA 1.- Halos de inhibicion (mm) de la actividad antibacteriana de los extractos metanolicos de Hypnea sp.,
Gracilaria cervicornis 'y Gelidium serrulatum.

Especies de algas

Bacterias oo . . -
Hypnea sp. Gracilaria cervicornis Gelidium serrulatum

Bacillus cereus (Gram +) 10 -
Enterococcus faecalis (Gram +) - - -
Pseudomonas aeruginosa (Gram -) - - -
Escherichia coli (Gram -) 10 - -

Diametro del disco: 5 mm
(-) no hay actividad; actividad leve o débil (7-11 mm); actividad moderada (11-16 mm); actividad
fuerte (> 16 mm).
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a A. salina. Sin embargo, como sefialan SANCHEZ & NEIRA (2005), los valores obtenidos de CL,,
no advierten una actividad fisiologica o biologica en particular; son indicadores de toxicidad a
nivel celular que pueden orientar investigaciones mas especificas. Al respecto, PErRez ef al. (2016)
sefialan que en el ambiente marino existe un gran nimero de organismos, que para adaptarse
a su habitat, elaboran una diversidad amplia de productos naturales con actividades bioldgicas
especificas. Estos compuestos estan formados por una multiple gama de metabolitos secundarios,
cada uno con una funcidn especifica en su habitat, atribuyéndoseles entre otras, la defensa quimica
contra herbivoros marinos, disminucion de epifitos, inhibicion de organismos competidores y
patdgenos microbianos.

TABLA 2.- Concentracion Letal Media (CL,) de los extractos metanolicos de Hypnea sp., Gracilaria cervicornis'y
Gelidium serrulatum frente a Artemia salina.

Especies de algas CL,, (ug/ml) Limites de confianza al 95%
Método Binomial Inferior Superior
Hypnea sp 316,23 100 1000
Gracilaria cervicornis 316,23 100 1000
Gelidium serrulatum 821,88 100 1000

Extremadamente toxico: (< 10 pg/ml); Muy téxico (> 10 y < 100 pg/ml); Moderadamente toxico
(> 100 y < 1000); No téxico (> 1000 pg/ml).

TABLA 3.- Grupos de metabolitos secundarios determinados en el extracto metanoélico de las algas Hypnea sp.,
Gelidium serrulatum 'y Gracilaria cervicornis.

Especies de algas

Metabolitos secundarios

Hypnea sp. G. serrulatum G. cervicornis
Alcaloides + + +
Antraquinonas - - +
Cumarinas - - -
Esteroles insaturados + + +
Triterpenos pentaciclicos - - -
Fenilpropanoides - - -
Flavonoides + + +
Glicosidos cianogénicos - - -
Glicosidos cardiotonicos + + -
Metilencetonas - + +
Polifenoles - - -
Saponinas - - -
Taninos + + +

(-) No detectado  (+) presencia
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, Hypnea sp. mostrd actividad antibacteriana y toxica,
mientras que Gracilaria cervicornis y Gelidium serrulatum presentaron actividad téxica, pudiendo
ser consideradas como fuentes promisorias de extractos bioactivos con potenciales aplicaciones
farmacologicas. Se recomienda profundizar en el fraccionamiento, purificacion, identificacion
y caracterizacion estructural de los extractos obtenidos de las tres especies de algas estudiadas,
ademads se sugiere probar otras actividades biologicas, tales como estudios de toxicidad frente a
lineas celulares, actividad antiviral, antimitotica, antioxidante, entre otras, con perspectivas de
posible aplicacion potencial en la industria farmacéutica.
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