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RESUMEN

Las macroalgas representan una fuente de compuestos bioldgicamente activos con interesantes propiedades.
En este sentido, se evalud la actividad antibacteriana de extractos de la macroalga Laurencia dendroidea. Las
muestras se recolectaron manualmente en el litoral rocoso de playa Parguito, Isla de Margarita y se trasladaron al
laboratorio de microbiologia. En el laboratorio fueron secadas y molidas. Una vez pulverizadas, se obtuvieron los
extractos algales utilizando solventes de diferentes polaridades (hexano, acetona y etanol), para finalmente realizar
el analisis quimico y pruebas de actividad antibacteriana preliminar. El mayor rendimiento se obtuvo del extracto
etandlico (3,09 g; 1,46%), mientras que la minima en el extracto acetonico (2,12 g; 1,00%). Los extractos algales
obtenidos con hexano y acetona fueron activos frente a Staphylococcus aureus. Sin embargo, Escherichia coli
fue mas sensible a los solventes puros. No se observé inhibicion en el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa.
El mayor halo de inhibicion registrado fue de 10 mm provocado por el extracto hexanico frente a S. aureus
(inhibicion moderada?, mientras que, frente a £. coli la actividad de este extracto fue muy leve (7 mm). Esto indica
que L. dendroidea, al igual que otras especies de algas, presentan compuestos con propiedades antibacterianas
y es el primer aporte al conocimiento de la bioactividad y estudio fitoquimico de esta especie proveniente de las
costas venezolanas.

PALABRAS CLAVE: Metabolitos secundarios, inhibicion bacteriana, playa Parguito.

ABSTRACT

Macroalgae represent a source of biologically active compounds with interesting properties. In this sense,
antibacterial activity of extracts of the macroalga Laurencia dendroidea was evaluatedl.) Samples were collected
manually on the rocky shore of Parguito Beach, Margarita Island, and carried to the Laboratory of Microbiology.
In the laﬁ samples were dried and grinded. Once pulverized, algal extracts were obtained using different polarity
solvents (hexane, acetone and ethanol), to finally make a chemical analysis and preliminary antibacterial activity
tests. Higher performance was reached from ethanolic extract (3.09 g; 1.46%{ while the lowest was obtained
from acetonic extract (2.12 g; 1.00%). Algal extracts obtained with hexane and acetone were active against
Staphylococcus aureus. However, Escherichia coli was more sensitive to pure solvents. Inhibition of growth of
Pseudomonas aeruginosa was not observed. The biggest recorded inhibition halo was 10 mm, caused by hexanic
extract against S. aureus (moderate inhibition), while, activity of the same extract a%ainst E. coli was very light (7
mm). This indicates that L. dendroidea, like other macroalgae species, presents antibacterial properties, being the

first contribution to the bioactivity and phytochemical study of this species from Venezuelan shores.

Key words: Secondary metabolites, bacterial inhibition, Parguito beach.

INTRODUCCION

Los organismos marinos, incluyendo las macroalgas,
representan una fuente de compuestos biologicamente
activos con interesantes propiedades (Hernandez y
Hernandez 2005), debido a que biosintetizan metabolitos
secundarios como estrategia de proteccion, otorgandoles
ventajas competitivas respecto a otros organismos marinos
que no son capaces de sintetizarlos (Amsler 2008). Algunos
de estos metabolitos, son unicos desde el punto de vista
estructural, debido a las caracteristicas del ambiente, y por
lo tanto podrian servir como modelos moleculares para la
sintesis de nuevos farmacos. Es por ello, que a través de la
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historia muchos investigadores han despertado su interés
en estudiarlos, pues se han usado en la medicina tradicional
para combatir diferentes padecimientos.

El género Laurencia (familia Rhodomelaceae) forma
parte de un grupo diverso de especies (Guiry y Guiry
2010), distribuidas en mares tropicales, subtropicales y
templados de todo el mundo. Entre ellas se encuentra la
macroalga Laurencia dendroidea; de 1a que se han aislado
distintas sustancias, principalmente, terpenoides (Carvalho
et al. 2000).

En Venezuela, en las ultimas décadas se han realizado
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algunos trabajos que han permitido el estudio de compuestos
biolégicamente activos presentes en macroalgas marinas
(Cordero 2003, Brito 2009, Rios et al. 2009, Neyra
2011, Martinez 2012), sin embargo, no son suficientes,
considerando que las costas venezolanas son amplias,
diversas y abundantes en organismos productores de
bioactivos, los cuales pueden ser ttiles en la elaboracion
de productos naturales de origen marino. Por tal motivo, el
presente trabajo da a conocer los resultados de la evaluacion
fitoquimica y actividad antibacteriana preliminar de
los extractos de la macroalga Laurencia dendroidea, J.
Agardh, 1841 (Rhodomelaceae: Rhodophyta) recolectadas
en el litoral rocoso de playa Parguito, Isla de Margarita,
Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 una recolecta manual de las muestras de L.
dendroidea durante el mes de agosto de 2013, en el litoral
rocoso de playa Parguito, ubicada al norte de la Isla de
Margarita, en el municipio Antolin del Campo, entre los
11°07" N y 63°50” O. Las muestras fueron colocadas en
bolsas plasticas y almacenadas en una cava con hielo para
su conservacion, evitando asi la pérdida de los metabolitos
secundarios. El material recolectado se separo para usarse,
una parte en la identificacion de la macroalga (se realizo
en el Laboratorio de Botanica Acuatica de la Escuela de
Ciencias Aplicadas del Mar) y el resto para la obtencion
de los extractos, pruebas quimicas y los bioensayos.
Posteriormente, fueron lavadas y secadas a temperatura
ambiente e inmediatamente molidas. Una vez obtenida el
alga pulverizada, se sigui6 la metodologia de Vidyavathiy
Sridhar (1991) para elaborar los extractos algales, utilizando
para ello, tres solventes con diferentes polaridades (hexano,
acetona y etanol), mediante extracciones sucesivas. El
analisis fitoquimico se realizo siguiendo las metodologias de
Marcano y Hasegawa (2002) y Murrillo y Méndez (2007).

Para determinar la actividad antibacteriana de los
extractos algales, se utilizo la técnica de difusion en
agar. Se uso para ello, discos estériles de papel filtro
Whatman N° 3 de 5 mm de didmetro, los cuales se cargaron
asépticamente con 10 pL del extracto algal a probar
siguiendo las recomendaciones de Pesando y Caram (1984).
Todos los extractos algales se probaron frente a cepas puras
pertenecientes a la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(ATCC): Gram positiva (Staphylococcus aureus ATCC
25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) y Gram
negativa (Escherichia coli ATCC 25922). Las placas de
Petri se incubaron a 37°C por 48 horas. Las zonas claras
que se formaron alrededor de los discos, se consideraron
halos de inhibicion, los cuales fueron medidos, registrando
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para cada caso el diametro en milimetros de los halos de
inhibicion.

Para establecer los diferentes grados de inhibicion
del crecimiento bacteriano, se consideraron los rangos de
los diametros de inhibicion, como lo sugieren Rios et al.
(2009), aplicados a los extractos y especies empleadas en
este estudio, estableciéndose posteriormente rangos de la
actividad antibacterial. Asimismo, obtenidos los didmetros
de los halos, se aplico un analisis de varianza de dos vias
anidado, para establecer si la accion de los extractos algales
actiio de igual forma frente a las bacterias. Luego, se
realizaron contrastes lineales entre tratamientos.

RESULTADOS

Las pruebas quimicas realizadas a los extractos
crudos de la macroalga, evidenciaron la presencia de
esteroles insaturados, taninos y metilencetonas en todos
los extractos. También revelo la presencia de alcaloides y
glicosidos cianogénicos en los extractos en acetona (EA)
y etanol (EE). Mientras que, se detectaron flavonoides
en los extractos con hexano (EH) y EA. Los triterpenos
pentaciclicos fueron localizados en el EH, saponinas en
el EE y fenilpropanoides en el EA (Tabla 1). El mayor
rendimiento se obtuvo del extracto etanolico (3,09 g;
1,46%), mientras que la minima en el extracto acetonico
(2,12 g; 1,00%). El alto rendimiento en el EE se debio tal
vez a gran cantidad de sales presentes en la macroalga. Las
sales por ser un componente hidrofilico, son facilmente
disueltas en extracciones, al emplear un disolvente de
mayor polaridad (etanol), por lo que las sales presentes
fueron arrastradas en esta lltima extraccion originando un
ligero incremento de masa en este extracto.

El extracto en el que se detectdé la mayor cantidad
de familias de metabolitos secundarios fue el acetonico
(54%), mientras que en el EH se detectd el 38% de los
metabolitos ensayados. Estos resultados evidenciaron
que los compuestos presentes en L. dendroidea son de
naturaleza polar, puesto que, los mayores rendimientos se
obtuvieron con el extracto acetonico, seguido del etanolico
y el hexanico.

De los extractos algales, solo los obtenidos con hexano
y acetona mostraron mayor actividad frente a S. aureus
respecto a los solventes puros, mientras que E. coli, fue
mas sensible a los solventes. Segun el estudio, los extractos
tuvieron efecto bactericida, lo que quiere decir que, no
se observo crecimiento bacteriano en las areas inhibidas.
Por otra parte, P. aeruginosa, no resulto sensible ni a los
extractos ni a los solventes (Fig. 1).
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Tabla 1. Familias de metabolitos secundarios detectados en los
extractos crudos de Laurencia dendroidea detectados a través
de pruebas quimicas.

Familia de Metabolitos Solventes % EMF
Hexano Acetona Etanol
Alcaloides - + + 66,7
Saponinas - - + 333
Esteroles insaturados + + + 100
Triterpenos pentaciclicos + - - 333
Glicosidos cardiotonicos - - - 0
Glicosidos cianogénicos - + + 66,7
Taninos + + + 100
Polifenoles - - - 0
Metilencetonas + + + 100
Antraquinonas - - - 0
Cumarinas - - - 0
Fenilpropanoides - + - 333
Flavonoides + + - 66,7
%MPE 38,0 54,0 46,0

(+): detectados (-): no detectados, %MPE: porcentaje de metabolitos presentes
por cada extracto, % EMF: porcentaje de extractos con metabolitos pertenecientes
a la misma familia quimica.

Con relacion a la actividad antibacteriana, el mayor
halo de inhibicion registrado fue 10 mm y lo produjo el
extracto hexanico frente a S. aureus, causando inhibicion
moderada. Sin embargo, el mismo extracto provoco poca
actividad frente a E. coli, mientras que el de acetona causo
poca actividad tanto en S. aureus como en E. coli (Tabla
2). De acuerdo con los resultados obtenidos L. dendroidea
puede ser una fuente de principios antibacterianos.
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Figura 1. Representacion grafica de la actividad antibacteriana de
los tratamientos (extractos y solventes) con respecto a las bacterias:
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa 'y Escherichia coli.

Los analisis numéricos revelaron la interaccién
entre las bacterias y los tratamientos: extractos algales y
solventes (F = 4,46; p < 0,05; Tabla 3). De igual modo
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indicaron que tanto los solventes como los extractos son
capaces de inhibir el crecimiento de E. coli (F =1,7756;
p <0,05). Por su parte P. aeruginosa presento resistencia
tanto a los extractos como a los solventes (F = 0,97883; p
>0,05) y S. aureus solo es inhibida por los extractos, sin
que exista influencia del solvente sobre su crecimiento (F
=13,374; p <0,05),

Tabla 2. Halos de inhibicién (mm) mostrados por los extractos
algales frente a las cepas utilizadas.

Gram Negativas Gram Positivas

Extracto P. aeruginosa E. coli S. aureus
Hexano - I 2
Acetona - 1+ I
Etanol - 1+ -

Diametros de los halos de inhibicion: (-) < 6 mm ninguna actividad antibacteriana;
(1+) 6-8 mm poca actividad antibacteriana; (2+) 8-10 mm mediana actividad

antibacteriana; (3+) 10-14 mm alta actividad antibacteriana.

Tabla 3. Analisis de varianza de tres factores anidado (bacteria,
tratamiento, placa anidado a la interaccion bacteria por
tratamiento) para someter a prueba la hipdtesis nula de no
inhibicion por los extractos algales en el crecimiento de tres
especies de bacterias.

Fuente de variacién gl SC CM F )/,
Bacteria (Ba) 2 805,53 402,77 38,918 10,0001
Tratamiento (Tr) 6 617,31 102,89 9,9414 0,0001
BaxTr 12 553,8 46,15 4,4593 10,0003
Placas (Ba x Tr) 42 434,67 10,349 2,4298 0,0001
Residuales (discos) 126 536,67 4,2593
Total 188 2948

gl: grados de libertad, SC: sumatoria cuadratica, CM: cuadrados medios, p:
probabilidad.

DISCUSION

Las pruebas quimicas realizadas a los extractos
crudos, obtenidos del alga L. dendroidea, evidenciaron la
capacidad que tiene esta especie para sintetizar metabolitos
secundarios como alcaloides, saponinas, esteroles
insaturados, glicosidos cianogénicos, metilencetonas,
triterpenos pentaciclicos, flavonoides y fenilpropanoides.
Algunos compuestos de estas familias han sido identificados
en la especie L. dendroidea recolectada en Brasil (Gressler
et al.2012).

La presencia de esteroles insaturados y saponinas
en esta macroalga concuerdan con la biosintesis de
estos compuestos en otras especies de algas, tal como
los reportados por Cordero (2003) en Bryocladia
thyrsigeray y Brito (2009) en Gracilariopsis tenuifrons
y Gelidium serrulatum. Mientras que Mendiola et al.
(2005) identificaron saponinas y alcaloides en Laurencia
obtusa. Igualmente, Neyra (2011) detectd esteroles



CORONADO et al.

insaturados y triterpenos pentaciclicos en Kappaphycus
alvarezii. Mientras que Martinez (2012), report6 alcaloides,
glicosidos cardiotonicos, cumarinas, polifenoles y esteroles
insaturados en Caulerpa racemosa, coincidiendo algunas
familias de metabolitos con los detectados durante este
estudio.

Los esteroles insaturados, taninos y metilencetonas
fueron los metabolitos que se identificaron en mayor
porcentaje en los extractos. Cabe mencionar que los
esteroles, son una importante familia de lipidos que se
encuentran presentes en la mayoria de las células en forma
libre. En las algas rojas, son conocidos como fuentes
importantes de colesterol y desmosterol (McCormick et
al. 1996). Adicionalmente, estudios confirman que los
acidos grasos y esteroles de familias e incluso especies,
son caracteristicos de los taxones y podrian ser utiles como
indicadores quimiotaxonémicos. El conocimiento de la
biosintesis de esteroles ha contribuido al desarrollo de la
quimiotaxonomia vegetal y ha servido para correlacionar
la estructura de estas sustancias con aspectos evolutivos
(Martinez 2002).

Es importante sefialar que determinar la ausencia de
una familia de compuestos en un extracto, mediante la
aplicacion de una determinada prueba fitoquimica, no
es suficiente para negar su presencia; pues la ausencia
o presencia del compuesto podria estar relacionada con
el método de extraccion, con la utilizacion de pruebas
de deteccidon poco sensibles y/o relacionada con la
concentracion del metabolito secundario que podria estar
presente con muy bajas concentraciones; lo que impediria
su deteccion (Neyra 2011).

A través de los bioensayos realizados a los extractos
de L. dendroidea, se pudo apreciar que, los constituyentes
presentes pueden mostrar propiedades antibacterianas,
posiblemente, de diferente naturaleza, debido a que se
extraen con solventes de diferente polaridad. Por lo tanto,
la actividad antibacteriana de los extractos varid con
relacion en los tres tipos de solventes usados. Los extractos
hexanicos y acetonicos poseen la mayor actividad frente
a S. aureus, seguido del etanodlico para E. coli. Resultados
similares han sido reportados por Roseel y Srivastava
(1987) quienes indicaron que el grado de polaridad del
solvente influye de modo significativo en la actividad del
extracto, presentando mayor actividad los obtenidos con
solventes de baja polaridad como el hexano.

La bacteria S. aureus es una de las mas cominmente
utilizadas para este tipo de estudios, debido a que presenta
una pared celular simple, mostrandola mas susceptible a
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la accion de los extractos; este hecho ha sido comprobado
por otros autores (Vlachos e al. 1997). Los bioensayos de
sensibilidad antibacteriana, demostraron el potencial de los
extractos obtenidos de L. dendroidea como posible fuente
de sustancias antibioticas. La actividad observada también
pudo deberse a un efecto sinérgico (efecto de la mezcla
de compuestos en el extracto y no a un constituyente en
particular). Estos resultados pudieran estar relacionados con
la naturaleza del alga, 1a presencia de mas de un compuesto
activo, la concentracion de éstos en cada extracto y a las
diferentes masas molares de las sustancias o a efectos
antagonicos o sinérgicos (Flores ef al. 2007).

En lo que respecta a la resistencia que presentod P.
aeruginosa frente a los extractos, se estima probablemente
que al igual que lo sucedido en los estudios de Benkendorff
et al. (2001), esta resistencia se deba a la estructura de la
membrana celular y el alto contenido de guanina-citosina
en su ADN.

Por otro lado, Campos-Takaki ef al. (1988), sugieren
que la diferencia de sensibilidad entre las bacterias Gram
positivas y Gram negativas, se debe quizas a la naturaleza
quimica de los extractos. Sin embargo, Sreenivasa y Parekh
(1981), observaron que al fraccionar algunos extractos
crudos, sus fracciones si presentan actividad contra las
bacterias y esto puede deberse a que los metabolitos
responsables de la actividad, quedan enmascarados en los
extractos crudos.

La actividad moderada de L. dendroidea es baja en
comparacion con los resultados reportados para otras
especies de algas (Magallanes ef al. 2003, Frikha et
al. 2011, Jeyanthi et al. 2012). Sin embargo, presenta
semejanzas a lo reportado por Rios et al. (2009) para
las algas Codium decorticatum y H. incrassata y poca
actividad (6 mm) en especies de Caulerpa spp.

CONCLUSIONES

Las pruebas quimicas realizadas a los extractos,
evidenciaron la presencia de esteroles insaturados,
taninos, metilencetonas, alcaloides, saponinas, triterpenos
pentaciclicos, glicosidos cianogénicos, fenilpropanoides y
flavonoides. Asimismo, se observé que los extractos algales
obtenidos con hexano y acetona fueron activos frente a la
bacteria S. aureus, mientras que E. coli, fue mas sensible a
los solventes puros. P. aeruginosa no mostro6 sensibilidad
a los extractos o solventes.
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