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RESUMEN

Se evalu6 la actividad antibacteriana del extracto acetona-
agua de Macrocystis pyrifera. Se seleccionaron cuatro cepas de
importancia clinica: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Salmonella enterica del Laboratorio de
Microbiologia. Los extractos fueron obtenidos de los filoides,
espordfilo y del alga entera de una muestra seca de la especie; y, a
su vez, de una muestra fresca. La prueba de sensibilidad se realizo
mediante discos de difusion cargados con 30 pl de cada extracto; se
utilizaron discos con 10 mg de Gentamicina como control. Ningiin
extracto presento actividad antibacteriana en ninguna de las cepas
evaluadas; por otro lado, todas las cepas se mostraron sensibles
ante la accion de la Gentamicina. Se concluye que Macrocystis
pyrifera no posee una actividad antimicrobiana ante las cepas de
importancia clinica evaluadas.
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ABSTRACT

Antibacterial activity of the acetone-water extract of Macrocystis
pyrifera was evaluated. Four strains of clinical importance
were selected: Escherichia coli, Pseudomonas aeurginosa,
Staphylococcus aureus and Salmonella enterica from the
Laboratory of Microbiology. The extracts were obtained from
the leaves, sporophyte and the whole kelp from a dried sample;
and from a fresh sample. The sensibility test was realized through
discs of diffusion charged whit 30 pl of each extract; we used 10
mg for each disc of Gentamicin as a control. Neither the extracts
present an antibacterial activity nor were the strains evaluated
affected. In the other hand, Gentamicin was effective as a control
inhibiting the development of all the bacteria. It is concluded that
Macrocystis pyrifera doesn’t have an antibacterial activity in the
strains evaluated.

Key words: Macrocystis pyrifera, discs of diffusion, Gentamicin.
INTRODUCCION

Las bacterias se han adaptado a un sinfin de habitats con diferentes
mecanismos de sobrevivencia. Actualmente la resistencia bacteriana a
antibioticos es un problema de gran importancia en el area clinica. A raiz
de este fenomeno es que cada cierto tiempo se necesita sintetizar nuevos
antibidticos para combatir a estos microorganismos.

Las algas marinas son consideradas una parte importante en los ambientes
acudticos, ya que cumplen un nicho ecologico fundamental equilibrando
los niveles de oxigeno en el agua, por medio de fotosintesis; participando
en las redes troficas; y produciendo metabolitos secundarios que poseen
diferentes propiedades, entre ellas, la actividad antimicrobiana. Estos
ultimos, mas especificamente denominados compuestos bioactivos, que,
en su ambiente natural, les sirve de proteccion ante herbivoros marinos;
disminucion de epifitos y disminucion de organismos patogénicos
(Nagayama et al., 2002; Wisespongpand y Kuniyoshi, 2003; Cardozo, et
al.,2007; Lee et al., 2008).
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Macrocystis pyrifera es una macroalga de importancia econdémica a nivel
mundial. Pertenece a la division de las Phaeophytas, conocidas como algas
pardas, las cuales son conocidas por producir sustancias como diterpenos,
florotaninos, fucoxantinas, acetogeninas, entre otros metabolitos. De estos,
los florotaninos son los que han recibido mayor atencion en los ultimos
5 afios por las diversas propiedades de interés biomédico que poseen.
No obstante, los estudios relacionados a la actividad antibacteriana de
extractos de algas pardas no abundan en la literatura cientifica, y menos
aun en Macrocystis pyrifera.

Partiendo del concepto que ciertas algas producen sustancias bioactivas
que impiden el crecimiento de organismos patégenos en su habitat natural
resulta interesante el uso de metabolitos obtenidos de dichos organismos
como antibidticos alternativos. En este sentido, el presente trabajo busca
evaluar la actividad antibacteriana de dos extractos obtenidos de diferentes
partes anatémicas de Macrocystis pyrifiera en bacterias patogenas de
importancia clinica.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron ejemplares juveniles flotantes de Macrocystis pyrifera
(DMR<20 cm) de la bahia de Pucusana (12°28°38”LS 76°47°53”LO) en
los meses de enero y julio de 2014. Los ejemplares fueron transportados
en bolsas negras sin agua de mar al Laboratorio de Biologia Marina y
Continental de la Universidad Ricardo Palma, donde se limpiaron de
epifitos y sales con agua de caio. Previo a la extraccion, las muestras
(filoides, esporofilos y toda el alga) se secaron en una estufa a 60°C hasta
obtener un peso constante. 1 g se macerd en oscuridad por 1 hora en 10
ml de acetona: agua (7:3) a temperatura ambiente con agitacion cada 15
minutos. Se realiz6 un tratamiento mas utilizando 10 g de alga fresca
siguiendo el procedimiento antes mencionado. El extracto se filtro en
papel filtro (Rundfilter 125 mm), luego se evapor6 el solvente en estufa,
se resuspendid en agua destilada y, finalmente, se filtro a 0.22 pm (Merck
Millipore). Para relacionar la actividad antibacteriana con el contenido
de polifenoles de los extractos, estos se cuantificaron usando el método
de Folin-Ciocalteu usando como estandar floroglucinol. El contenido
de fenoles totales (CFT) fueron expresados en mg equivalentes de
floroglucinol/100 g de alga seca (mg PGE/100 g).
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La actividad antimicrobiana se evalué empleando la técnica del
antibiograma por el método de discos de difusion en agar (INS, 2002).
Se usaron discos de papel de filtro Whatman N° 42 y se cargaron
asépticamente con 30 pl del extracto algal. Se cargaron discos con 10 mg
de Gentamicina que se us6é como control y se dejo en absorcion durante
2-3 horas.

Se usaron 4 cepas bacterianas aisladas de diferentes hospitales de
Lima: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enterica y
Pseudomonas aeruginosa. Cada cepa fue reactivada en Caldo CASO;
posteriormente, se procedid con la preparacion del estindar para el
indculo. El indculo se ajustd hasta una turbidez de 0.08 OD a 0.1 OD en
625 nm, usando cubetas esterilizadas con radiacion U.V. Luego del ajuste
del estandar las cepas fueron sembradas en placas con Agar Mueller-
Hinton e incubadas a 37°C por 24 horas.

Los halos de inhibicion obtenidos fueron medidos con vernier. La actividad
antibacteriana se clasificé como Resistente (R), Sensible (S) e Intermedia
(I) (Tabla 1). Este procedimiento se realiz6 con tres repeticiones para cada
uno de los extractos.

RESULTADOS

El extracto realizado a partir de toda el alga fresca (AF) tuvo el mayor
CTF, lo cual fue estadisticamente mayor en comparacion al resto de
extractos (Tabla 2).

De los extractos evaluados, ninguno presentd una actividad antimicrobia-
na. El control present6 un didmetro de inhibicion esperado lo que permite
validar la prueba, ademas segun dicho diametro, las cepas fueron clasifi-
cadas como sensibles a gentamicina (Tabla 3).

DISCUSION
La actividad antibacteriana de distintas algas pertenecientes al grupo de
las Phaeophytas se ha evaluado constantemente en diferentes laboratorios

alrededor del mundo. Las sustancias bioactivas de estas algas les permiten
defenderse, en su medio natural, contra organismos microbianos y
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epifitos; entre estas sustancias se encuentran los florotaninos, los cuales
son los responsables de la alta actividad antibacteriana de varias algas
pardas, tal como lo reportd (Jeong, L. 2014) en su trabajo con Eisenia
byciclis. La mayoria de algas pardas a las que se les atribuye actividad
antibacteriana lo realizan mediante los florotaninos. En nuestro trabajo
se usd Macrocystis pyrifera, la cual posee aproximadamente 34,4 mg/g
de taninos en épocas de verano y 0.547 mg/g en épocas de invierno del
total de polifenoles que existen en el alga lo cual influye en su capacidad
antibacteriana (Castro-Gonzales M.1993).

Por otro lado, la accion de los solventes en los extractos de algas también
influye de alguna manera en los resultados que se obtienen. Es asi que la
extraccion acuosa de algas como Sargassum wigthii y Padina tetrastro-
matica presentaron actividad antimicrobiana ante cepas patogenas tales
como Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aerugino-
sa 'y en cepas patogenas de peces como Vibrio fischeri, Vibrio alginolithy-
cus. (Johnsi. G. 2011).

El método por discos de difusion es uno de los mas usuales cuando se
realiza un antibiograma y se encuentra actualmente estandarizado por el
Instituto Nacional de Salud del Pert (2002), en la cual se recomienda el
uso de antibidticos obligatorios seglin las cepas que se evallian. Entre
estos, la gentamicina, es uno de los antibidticos de uso oftdlmico que se
usan para todas las cepas que se evaluaron en este trabajo. Ademads se ha
usado esta sustancia como control en cultivos de Escherichia coli a una
concentracion de 2 mg/ml, tal como se realiza en nuestro trabajo (Chéaves
Torres, L. 2008).

Los discos de difusion fueron cargados con 30 pl del extracto algal y
colocados en el medio de cultivo. En otros estudios, se usaron 20 pl
de extracto acuoso en los discos, los cuales presentaron un resultado
positivo de actividad antimicrobiana ante cepas clinicas (Johnsi, G.
2011). Sin embargo, también existe el método de pocillos de 6 mm en el
medio de cultivo, los cuales fueron cargados con 50 pl del extracto algal,
permitiendo también la obtencion de resultados positivos (Magallanes,
C. 2003). El uso de ambos métodos permite la difusion de los extractos.
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Finalmente, varias especies emparentadas con Macrocystis pyrifera
presentan una actividad antibacteriana tratadas con diferentes métodos de
extraccion y de antibiograma. No obstante, nuestra especie no presentd
ningln resultado positivo durante la investigacion, tal como un trabajo
realizado en nuestro pais donde trabajaron con extractos etandlicos de
M. pyrifera evaluado mediante el método de pocillos, sin encontrar
actividad antibacteriana en cepas clinicas y no clinicas. Estos resultados
los atribuyeron a que posiblemente existe una concentracion minima de
sustancias bioactivas en estas algas las cuales son solubilizadas en el
ambiente acuatico (Magallanes C. 2003).

CONCLUSIONES

El extracto acetona-agua de los filoides, espordfilos, y alga entera seca
y fresca de Macrocystis pyrifera no posee actividad antibacteriana ante
cepas de importancia clinica.
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Tabla 1
Clasificacion de la actividad antibacteriana con Gentaminica
. .y Diametro del halo de inhibicion
Clasificacion
formado por Control
Resistente (R) 12mm > DHI
Intermedia (I) 12mm < DHI < 14mm
Sensible (S) DHI > [5mm

*d: diametro menor del halo de inhibicion. D: diametro mayor del halo
de inhibicon. DHI: diametro de inhibicion de la sustancia evaluar.

Contenido Total de Fenoles (CTl;l;azlealis diferentes extractos evaluados.
Extracto CTF (mg PGE/100 g alga seca)
AF 385.12+8.13?
A 201.87+20.87°
E 373.87+4.93¢
F 327.57+0.94¢

A: Extracto de alga entera seca. E: Extracto de los espordfilos de una
muestra seca. F: Extracto de Filoides de una muestra seca. AF: Extracto

de una alga fresca. Las letras indican diferencias altamente significativas
(p<0.01)
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Tabla 3
Promedio del didmetro de los halos de inhibicion formados en el ensayo
con los extractos acetona-agua de Macrocystis pyrifera

](;eptas 1° Repeticion (mm) 2° Repeticion (mm) 3° Repeticién
acte-

riamass ¢ A E F AF C A E F AF C A E F AF
et 1717 R I R R Y'Y (R IR B U /A5 Y R N R
reus

E.coli 22 - - - - 243 - - - - 211 - - - -
Sstvnl 153 N S U I % U R U N 1 R P S
terica

P

aeru- 21 - - - - 197 - - - - 21 - - - -
ginosa

*C: Control (Gentamicina). A: Extracto de alga entera seca. E: Extracto
de los espordfilos de una muestra seca. F: Extracto de Filoides de una
muestra seca. AF: Extracto de una alga fresca.
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