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Resumen

Se evalud la actividad antibacteriana de extractos etandlicos de 12 especies de macroalgas
marinas. Los extractos fueron obtenidos de acuerdo al protocolo modificado de Vlachos et al. (1996).
Cada extracto se enfrenté contra 5 cepas bacterianas de origen clinico y 6 no clinico perteneciente a
los géneros Staphylococcus, Enterococcus, Pseudomonas, Escherichia, Salmonella, Aeromonas y
Vibrio. De 12 especies de algas ensayadas solamente 5 (Grateloupia doryphora, Ahnfeltiopsis
durvillaei, Prionitis decipiens, Petalonia fascia y Bryopsis plumosa) presentaron algun efecto
antibacteriano. Asimismo, de 11 cepas bacterianas probadas solamente las cepas clinicas
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212 y la cepa no clinica
Staphylococcus aureus ATCC 6633 fueron sensibles a los extractos algales. El extracto etandlico de
B. plumosa present6 el mayor efecto antibacteriano contra las dos cepas de S. aureus, manifestando-
se en el mayor tamafio de sus halos de inhibicion, mientras que el extracto de P. fascia mostr6 mayor
espectro antibacteriano, inhibiendo a las 3 cepas mencionadas.

Palabras clave: macroalga, antibiosis, metabolito, actividad antibacteriana, bioactividad.
Abstract

Antibacterial activity of ethanolic extracts from 12 macroalgae were evaluated. Extracts were obtained
according to the protocol of Vlachos et al. (1996). Extracts were tested against with 5 clinic strains and
6 no clinic strains of the genus Staphylococcus, Enterococcus, Pseudomonas, Escherichia, Salmonella,
Aeromonas y Vibrio. Only Grateloupia doryphora, Ahnfeltiopsis durvillaei, Prionitis decipiens
(Rhodophyta), Petalonia fascia (Phaeophyta) and Bryopsis plumosa (Chlorophyta) showed some
antibacterial activity against the clinic strains Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Enterococcus
faecalis ATCC 29212 and the no clinic strain Staphylococcus aureus ATCC 6633. Ethanolic extract of B.
plumosa presented the highest antibacterial activity against S. aureus strains. The extract of P. fascia
showed the highest antibacterial activity against the three sensible strains.

Keyword: macroalgae, antibiosis, metabolite, antibacterial activity, bioactivity.

Introduccién

Los organismos marinos son considerados
una importante fuente de sustancias con po-
tencial bioactivo. En este sentido, numerosas
revisiones sefialan a las algas como uno de
los principales productores de estos compues-
tos (Bhakuni y Silva, 1974; Faulkner, 1984;
Steiny Borden, 1984; Glombitza y Koch, 1989;
Hay, 1996; Gonzaélez y Silva, 2001).
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Los principales compuestos bioactivos pro-
ducidos por las algas marinas estan formados
por una amplia gama de metabolitos secunda-
rios, cada uno con una funcién especifica den-
tro de su medio, atribuyéndoseles entre otras,
la defensa quimica contra herbivoros
marinos(Hay etal., 1987a; 1987b; Paul etal., 1987;
Pereiraetal., 1994). Estos metabolitos también
estan asociados a la disminucion de epifitos,
inhibiendo a los organismos competidores y
patdgenos microbianos (Hay, 1996; Vlachos
etal., 1997).
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Tabla 1. Ubicacion de los lugares de recoleccion del material algal.

Lugares de recoleccion

Coordenadas

Playa Atenas, Bahia de Paracas, Pisco

Playa Laguna Grande, Bahia Independencia, Pisco
Playa Pucusana, Bahia de Pucusana, Lima
Playa San Francisco, Bahia de Ancén, Lima

Playa Hermosa, Bahia de Ancén, Lima
Playa Los Yuyos, Chorrillos, Lima

13°50’ LS 76°20" LW
14°15’ LS 76°16’ LW
12°29’ LS 76°48’ LW
11°46'42" LS 77°11" LW
11°46'30" LS 77°11" LW
12°09’ LS 77°02' LW

El potencial antibacteriano de las algas se
debe a su capacidad para sintetizar, entre otros,
a los diterpenos en las algas verdes, terpenos
halogenados en las algas rojas y metabolitos
mixtos de origen terpeno-aromatico en las algas
pardas (Bhakuni y Silva, 1974; Fenical, 1975;
Vlachos et al., 1997; Carvalho y Roque, 2000).

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., 1980; Rao y Parekh, 1981;
Vlachos et al., 1996; 1997). Aungue el nimero
de especies de macroalgas estudiadas Ginicamen-
te alcanza alrededor de un 2% del total de las
conocidas, en la actualidad los compuestos qui-
micos caracterizados son aproximadamente dos
mil, pero solamente en algunos se ha podido es-
tablecer claramente el mecanismo de accion
(Gonzalezy Silva, 2001).

En el Perd, las macroalgas Enteromorpha
intestinalis (Chlorophyta) y Polysiphonia
paniculata (Rhodophyta), han sido reportadas
como especies con capacidad antibacteriana
(Balta, 1988).

El objetivo del presente trabajo es deter-
minar en 12 especies de macroalgas la pre-
sencia de sustancias antibacterianas.

Material y métodos
Lugares de recoleccion

El material algal empleado en el presente
estudio se recolectd durante las horas de baja
marea en la zona intermareal de seis playas
de la costa central: playa Atenas, Laguna
Grande, Pucusana, San Francisco, playa Her-
mosa Yy Los Yuyos (Tabla 1).

Recoleccién y procesamiento del mate-
rial biolégico
Se recolectaron manualmente plantas com-
pletas, incluyendo el disco de fijacidn de 12
especies de macroalgas marinas representa-
tivas de las Rhodophyta, Phaeophyta y
Chlorophyta (Tabla 2).

La recoleccion se realizé durante el perio-
do comprendido entre agosto y octubre del
2001 y en marzo del 2002. El material algal
recién extraido se transport6 fresco al labora-
torio, donde cada muestra se sometié a una

Tabla 2. Listado de especies de macroalgas ensayadas, indicando su respectiva procedencia.

ESPECIE

LUGAR DE COLECTA

Grateloupia doryphora (Montagne) Howe
Rhodymenia flabellifolia (Bory) Montagne
Gracilariopsis lemaneiformis (Weber van Bosse)

Dawson, Acleto y Foldvik
Prionitis decipiens Taylor

Ahnfeltiopsis durvillaei (Bory) Silva y deCrew

Porphyra columbina Montagne
Petalonia fascia (Muller) Kuntze
Desmarestia sp. (Turner) Lamouroux

Bryopsis plumosa (Hudson) C. Agardh

Cryptopleura sp. (Sonder) Howe
Ulva nematoidea Bory

Macrocystis pyrifera (Linnaeus) C. Agardh

San Francisco
Hermosa
Hermosa

Playa
Playa
Playa

Playa
Playa
Playa
Playa
Playa
Playa
Playa
Playa
Playa

Los Yuyos

Los Yuyos

Los Yuyos

Los Yuyos

Los Yuyos

Los Yuyos
Pucusana
Atenas

Laguna Grande
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Tabla 3. Listado de cepas bacterianas que se enfrentaron a los extractos de macroalgas

ensayados.
Cepas clinicas Cepas no clinicas
Gram Staphylococcus aureus ATCC 25923 Staphylococcus aureus ATCC 6633
Positivas Enterococcus faecalis ATCC 29212
Gram Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
Negativas Escherichia coli ATCC 25922 Aeromonas hydrophila ATCC 7966

Salmonella paratyphi A CDC 1

Aeromonas sobria P-281
Vibrio vulnificus ATCC 27562
Vibrio parahaemolyticus ATCC 17803

limpieza manual para eliminar arena, epifitos
y fauna acompafiante; se lavé con agua co-
rriente y enjuagé con agua destilada. Luego,
las algas se secaron durante 24 horas bajo luz
artificial a 24 °C y finalmente durante 24 ho-
ras en una estufa a 40 °C.

Cepas bacterianas de referencia

En el presente estudio se trabajé con 11
cepas bacterianas (Tabla 3), cinco cepas de
origen clinico proporcionadas por el Labora-
torio de Microbiologia Molecular de la Facul-
tad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos y 6 cepas no
clinicas proporcionadas por el Laboratorio de
Microbiologia del Instituto del Mar del Perd.

Extraccién etandlicade sustancias bioactivas
de macroalgas marinas

Las algas secas fueron premolidas en un
molinillo eléctrico, luego endurecidas con nitr6-
geno liquido y molidas en un mortero hasta obte-
ner un polvo fino. Cada muestra se almacend a
-25 °C hasta el momento de su empleo.

El proceso inicial de extraccion (protocolo 1)
se realizo siguiendo la metodologia propuesta por
Vlachosetal. (1996). Se mezclaron 10 g de polvo
de algay 20 ml de etanol al 80%, luego se calen-
t6 a 80 °C en una manta eléctrica durante 4
horas, luego se filtré en papel Whatman# 1y el
volumen de extracto recuperado se enrasé a 5
ml adicionando etanol al 80%.

Adicionalmente, para obtener un mayor
volumen final del extracto, se ensayaron 3
variantes del protocolo inicial. Las variantes
realizadas consistieron en modificar la canti-
dad y los tiempos de adicién del etanol. En el
primero, se adicion6 10 ml de etanol al 80%
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dos horas después de iniciado el proceso (pro-
tocolo 11); en el segundo, se agregd 5 ml de
etanol cada hora (protocolo I11), y finalmente,
en el tercero se adicion6 5 ml una hora antes
de culminar el proceso (protocolo V).

Para evaluar la efectividad de los protocolos
se realizo un ensayo experimental a fin de es-
tandarizar un unico protocolo de extraccion. El
ensayo se llevd a cabo con el extracto del alga
roja G. doryphora contra la cepa S. aureus ATCC
6633, con tres réplicas por cada protocolo.

Determinaciéon de laactividad antibacteriana
de los extractos algales

La actividad antibacteriana de los extractos
etanolicos se evalué empleando la técnica de
difusién en agar. La siembra de las cepas
bacterianas se realiz6 mediante el método de
doble capa. Se adicioné 10 ml de medio TSA
(agar tripticase de soya) en placas petri, lue-
go de solidificado el medio se agregé una se-
gunda capa de agar que consistia de 5 ml de
agar TSA licuado (5 ml), previamente inocu-
lado con la cepa patrén (0,1 ml de caldo TSB
de 24 horas). Esta segunda capa se suplementd
con 1% (p/v) de NaCl para las especies de
Aeromonas y Vibrio. Posteriormente, con un
sacabocado estéril se hicieron pocillos de 6
mm de diametro sobre el agar. En cada poci-
llo se adicionaron 50 | del extracto algal. Ade-
mas, se utiliz6 un pocillo con etanol 80% como
control en cada ensayo. Las placas se deja-
ron por 30 minutos a temperatura ambiente
para permitir la difusion del extracto. Final-
mente, las placas se incubaron a 30 °C (especies
de Vibrio) y a 37 °C (las otras cepas) por 24 horas.

Las pruebas se realizaron por triplicado
para cada cepa Yy extracto ensayado. La pre-
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Tabla 4. Resultado de los protocolos ensayados para la determinacion del efecto antibacteriano

de los extractos algales

Protocolos

Resultado

I Protocolo original

Il Adicién de 10 ml de etanol dos horas
después de iniciada la extraccién

111 Adicién de 5 ml de etanol cada hora

IV Agitacion constante del recipiente con el

extracto y adicion de 5 ml de etanol al 80%

una hora antes de terminado el proceso

Muy poco volumen de extracto (0,5 ml),
con actividad antibacteriana positiva

Se obtuvo mayor volumen de extracto
(2 ml), pero sin evidencia de actividad
antibacteriana

El volumen de extracto fue mayor (3 ml),
pero no se reportd efecto positivo

Se recuper6 un volumen adecuado de
extracto (5 ml), se report6é actividad
antibacteriana positiva

sencia de un halo de inhibicién definido alre-
dedor del pocillo con extracto indic6 actividad
antibacteriana positiva.

La lectura de las placas se realiz6 después
de 24 horas. Se midieron tres didmetros de
cada halo de inhibicion empleando un vernier.
Los valores obtenidos se promediaron hallan-
dose el diametro promedio que fue utilizado
como indice de actividad antibacteriana.

Analisis estadistico de los datos

El andlisis de varianza (ANOVA) se realizd
para los dos protocolos que evidenciaron activi-
dad antibacteriana. Se aplicd ANOVA unifactorial
a los didmetros totales y la significancia se re-
port6 con un nivel de confianza del 95%.

Resultados

Extraccion de sustancias bioactivas de
macroalgas

El resultado de cada uno de los extractos
etandlicos obtenidos con los cuatro protocolos
ensayados se resumen en la Tabla 4. Consi-

Tabla 5. Diametro promedio de los halos de
inhibicién (mm) producidos por el extracto
etandlico de Grateloupia doryphora frente a la
cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6633,
con los 4 protocolos ensayados.

Pruebas Protocolos
| 11 11 v
1 8.1 + 0.03 * * 7.9 £ 0.11
2 7.7 £ 0.15 * * 7.9 £ 0.30
3 7.9 £ 0.24 * * 7.9 £ 0.18
Promedio 7.9 £ 0.10 7.9 + 0.03

* Extractos sin actividad
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derando estos resultados, se evaluaron los pro-
tocolos | y IV. El diametro promedio de los
halos de inhibicion obtenidos con el extracto
etandlico de G. doryphora frente a la cepa
patrén S. aureus ATCC 6633 en ambos pro-
tocolos fue de 7,9 mm (Tabla 5).

El analisis de varianza (ANOVA) deter-
mind que no existen diferencias significativas
entre los didmetros promedio de ambos proto-
colos. Sin embargo, debido a que el protocolo
IV permitia recuperar un mayor volumen fi-
nal de extracto se optd por emplearlo en todas
las pruebas posteriores.

Determinacion de actividad antibacteriana
en los extractos algales

Del total de los extractos de macroalgas en-
sayadas, solamente 5 (42%) dieron actividad
antibacteriana positiva contra las especies
grampositivas (Tabla 6). Las bacterias que re-
portaron sensibilidad fueron las cepas clinicas
S. aureus ATCC 25923 y E. faecalis ATCC
29212y lacepanoclinicaS. aureus ATCC 6633.

En lo referente a la distribucion de la acti-
vidad antibacteriana, se encontré que la pro-
duccion de sustancias bioactivas era cubierta
por los tres grupos de macroalgas. En las
Rhodophyta, fueron G. doryphora, P. decipiens
(Cryptonemiales) y A. durvellaei (Gigartinales)
las especies con efecto antibacteriano. En las
Phaeophyta, se registrd actividad en el alga P.
fascia (Scytosiphonales); y en las Chlorophyta,
en la especie B. plumosa (Briopsidales).

La cepa clinica S. aureus ATCC 25923 fue
inhibida por el extracto etanolico de P. fascia
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Tabla 6. Actividad antibacteriana de los 12 extractos etandlicos ensayados frente a las cepas
patron. Diametros de inhibicién: -, < 6,2 mm; +, 6,2 - 10 mm; ++, 10 - 15 mm; +++,

Rhodymenia flabellifolia

Grateloupia doryphora

Prionitis decipiens
Porphyra columbina
Desmarestia sp.
Macrocystis pyrifera
Bryopsis plumosa
Ulva nematoidea

Gracilariopsis lemaneiformis
Petalonia fascia

Ahnfeltiopsis durvillaei

Cryptopleura sp.

S. aureus
ATCC 6633
P. aeruginosa
ATCC 15442 N
A. hydrophila

ATCC 7966 -
A. sobria

P-281 -
V. vulnificus

ATCC 27562 -
V. parahaemolyticus
ATCC 17803 -
S. aureus

ATCC 25923 -
E. faecalis

ATCC 29212 -
P. aeruginosa

ATCC 27853 -
E. coli

ATCC 25922 -
S. paratyphy A

CDC 1 -

Cepas no clinicas

Cepas clinicas

+

+
+
1
1

(Phaeophyta) y B. plumosa (Chlorophyta) con
halos de 13,3 mmy 17,1 mm, respectivamente.
Los extractos de G. doryphora y P. fascia tam-
bién inhibieron el crecimiento de E. faecalis
ATCC 29212 con halos de 15,7 mmy 11,7 mm
respectivamente (Fig. 1).

En el caso de la cepa no clinica S. aureus
ATCC 6633, las especies P. fascia (Phaeophyta)
y B. plumosa (Chlorophyta) presentaron los
mayores halos de inhibicion, con 13,8 mmy 13,9
mm de didmetro promedio, respectivamente.
Entre las Rhodophyta se encontraron tres espe-
cies con potencial antibacteriano contra esta cepa,
G. doryphora, A. durvillaei y P. decipiens, con
halos de inhibicion de 8,2 mm, 125 mmy 12,1
mm, respectivamente (Fig. 2).

Discusioén
Los trabajos dirigidos a evaluar el potencial
antibacteriano de extractos algales, mencionan
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que el proceso de extraccién en caliente con
etanol ofrece mayores ventajas en la obtencién
de sustancias bioactivas (Rao y Parekh, 1981;
Vlachosetal., 1996; 1997; Gonzalez et al., 2001).
Asi también, la adicion del extracto en pocillos
realizados en el agar es un método, que a dife-
rencia del uso de discos de papel, concentra una
mayor cantidad de extracto, facilitando la eva-
luacidn de su potencial antibacteriano (Vlachos
etal., 1996; 1997).

Los resultados del presente trabajo permi-
ten afirmar que G. doryphora, A. durvillaei,
P. decipiens (Rhodophyta), P. fascia
(Phaeophyta) y B. plumosa (Chlorophyta) son
productoras de sustancias bioactivas con efec-
to antibacteriano. Estas especies se sumarian
a las ya reportadas previamente para el Peru
por Balta (1988), Enteromorpha intestinales
y Polysiphonia paniculata, como algas
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Figura 1. Diametro promedio (mm) de halo de inhibicién de los extractos etanélicos de Grateloupia
doryphora, Petalonia fascia y Bryopsis plumosa frente a las cepas clinicas Staphylococcus aureus
ATCC 25923y Enterococcus faecalis ATCC 29212. (Barras verticales indican el error tipico de la

media)
promisorias por su potencial bioactivo.

La mayoria de las investigaciones realiza-
das con extractos crudos de algas marinas
(Raoy Parekh, 1981; Caccamese etal., 1985;
Vlachos et al., 1996; 1997; Gonzalez et al.,
2001) mencionan gran actividad contra bac-
terias grampositivas. Entre ellas, S. aureus
es considerada como una de las especies mas
susceptibles a los exudados y extractos algales
(Hornsey y Hide, 1974; 1976a; 1976b; Rao y
Parekh, 1981; Balta, 1988; Vlachos et al.,
1996; 1997; 2001). Esto concuerda con nues-
tros resultados, los cuales evidenciaron inhi-
bicién de las cepas clinicas S. aureus ATCC
25923 y E. faecalis ATCC 29212 y de la cepa
no clinica S. aureus ATCC 6633.

Trabajos realizados en diversas partes del
mundo con especies algales afines y empleando
diversos protocolos de extraccion han obteni-
do variados resultados. Asi, los extractos de
Grateloupia proteus (Caccamese et al., 1980)
y G. filicina (Vlachos et al., 1997) demostra-
ron no tener actividad antibacteriana contra
las bacterias grampositivas y gramnegativas
ensayadas. A diferencia de lo registrado en
nuestro trabajo, Gonzalez et al. (2001) y
Vlachos et al. (1997), encontraron respecti-
vamente que G. doryphora y Prionitis
nodifera no presentan actividad antibacteriana.

De acuerdo a nuestros resultados, el alga
parda P. fascia es la especie con mayor es-
pectro de actividad antibacteriana entre los tres
grupos de macroalgas ensayados. Esto difie-

20
15 - | T
g T 1 !
= |
10 ~
5
G. doryphora P. decipiens A. durvillagi P. fascia B. plumosa

Figura 2. Diametro promedio (mm) de halo de inhibicién de los extractos etandlicos de Grateloupia
doryphora, Prionitis decipiens, Ahnfeltiopsis durvillaei, Petalonia fascia y Bryopsis plumosa frente a
la cepa no clinica Staphylococcus aureus ATCC 6633. (Barras verticales indican el error tipico de
la media)
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re de lo manifestado por Caccamese et al.
(1985), quienes para esta misma especie no
encontraron actividad cuando enfrentaron su
extracto a B. subtilis y Escherichia coli.

En nuestro trabajo, el alga verde B. plumosa
demostré tener capacidad inhibitoria frente a
ambas cepas de S. aureus. Esto concuerda con
los resultados de Hornsey y Hide (1974), quie-
nes reportaron que B. plumosa tiene un gran
espectro de actividad antibacteriana; pero en su
caso ademas registraron actividad contra bac-
terias gramnegativas.

Estudios realizados al sur de Africa e Ita-
lia, consideran a las algas pardas y rojas como
los grupos con mayor nimero de especies con
potencial antibacteriano (Caccamese et al.,
1985; Vlachos et al., 1997). Esto coincide con
la distribucion de la capacidad antibacteriana
registrada para las especies de macroalgas
estudiadas. Aunque, en nuestro caso, fue B.
plumosa (Chlorophyta) la especie que presen-
t6 los mayores halos de inhibicidn.

Los resultados del presente trabajo confir-
man la existencia de macroalgas productoras
de sustancias bioactivas con efecto
antibacteriano. Por esta razdn, es necesaria la
realizacion de estudios orientados a registrar las
especies algales peruanas productoras de sus-
tancias bioactivas, asi como caracterizar e iden-
tificar quimicamente estas sustancias.
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