ESTUDIO DE LAS SUSTANCIAS CON PROPIEDADES
ANTIMICROBIANAS EXTRAORDINARIAS DE ALGAS MARINAS
PERTENECIENTES AL LITORAL ATLANTICO COLOMBIANO

I. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las sustancias
extraidas de Hypnea musciformis, Enteromorphae sp. y
Caulerpa mexicana y estudios preliminares de los ciclos
estacionales de produccion y de los espectros de actividad

antimicrobiana.

Este trabajo forma parte del proyecto de investi-
gacion “Estudio de las sustancias con propieda-
des antimicrobianas extraidas de algas marinas
pertenecientes al litoral atlantico colombiano”,
el cual es patrocinado por Colciencias y la Uni-
versidad Nacional.

1. INTRODUCCION

Dentro de los recursos naturales provenien-
tes de los mares, se cuenta con los relacionados
con las algas, pues ellas constituyen fuentes im-
portantes de proteinas utilizadas tanto en la ali-
mentacion del hombre como de los animales,
y ademas son fuente de otras sustancias de
gran utilidad en las industrias farmacéutica, qui-
mica y de alimentos.

Otro aspecto, aiin no muy estudiado, es el
hecho destacado de que muchos tipos y clases
de algas marinas poseen sustancias con propie-
dades antimicrobianas (1), (2), (3) y (4). Por
las anteriores razones, es interesante contemplar
el caso particular colombiano, dado que el pais
cuenta con dos mares y extensas costas; las posi-
bilidades que se pueden derivar de esos recursos
naturales son muy amplias y variadas. Desafor-
tunadamente, aiin son muy pocas las informa-
ciones que se poseen y los estudios relativos a
los recursos con que actualmente se cuenta.

Al tomar en consideracion las circunstancias
anteriores y la importancia que reviste el poder
llegar a contar con nuevas sustancias con propie-
dades antimicrobianas, debido a los multiples
problemas epidemioldgicos, de resistencia de di-
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versa naturaleza que presentan los microorganis-
mos, originados por el empleo indiscriminado de
los antibidticos conocidos, se tiene la sorpresa de
que es pobre la literatura y la informacion relati-
va a los antimicrobianos extraidos de algas mari-
nas. Entre esos trabajos se destacan el de Doty y
Aguilar (4) quienes describen una sustancia con
propiedades antimicrobianas que denominan
Caulerpicina. Otros estudios igualmente inte-
resantes son los reportados por Takemoto y
Spicer (5), Kathan (6), Vacca Y. (7) y Martinez-
Nadal y Rodriguez (8), (9), (10)y (11), los cua-
les versan sobre sustancias extraibles de algas
marinas que poseen actividades bioldgicas so-
bre microorganismos, virus y células.

En relacion con las algas marinas que se en-
cuentran en el litoral Atlantico colombiano, se
pueden citar los trabajos realizados por Nuiiez
E., Arteaga M. y Castro M. (12) y Arteaga et.
al. (13), en los cuales se reportan evidencias de
la presencia de sustancias antimicrobianas ex-
traibles de varias especies de algas.

Para la realizacion de este trabajo se adapta-
ron algunos métodos de control y evaluacion de
la actividad de los extractos que se obtienen
de las muestras de algas, con el fin de que los
resultados fueran altamente confiables y repro-
ductibles, lo mismo que aquellos que se obtu-
vieran con los liofilizados hechos a cada uno de
los diferentes extractos. De esta manera se logro
rutinizar la metodologia y las técnicas de conser-
vacion, extraccion, control y evaluacion necesa-
rias y adecuadas para trabajos posteriores.

Con este estudio se pretende comprobar
ademas la presencia de sustancias con propie-
dades antimicrobianas en las algas marinas
Hypnea musciformis, Enteromorphae s.p. y
Caulerpa mexicana, empleando dos métodos de
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evaluacion de la actividad antimicrobiana. Por
otra parte, se busca allegar informaciones de ba-
se concernientes a las caracteristicas de los es-
pectros de actividad de la o las sustancias anti-
microbianas presentes en los extractos primarios
y determinar de manera preliminar los ciclos de
produccion estacional de la o las sustancias acti-
vas que son extraidas de las algas en estudio.
Ademas, bajo los mismos criterios, se estudia la
estabilidad que manifiestan los principios acti-
vos presentes en los extractos, al someter cada
uno de ellos a la liofilizacion.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Técnicas de determinacion de la actividad
antimicrobiana

Para esta determinacion se siguen dos técni-
cas de difusion en gel; en una de ellas se cuenta
con una sola capa de gel, la cual esta constituida
por Agar Nutritivo y la hemos llamado Método
Normal (N); en la otra, que denominamos Mé-
todo de Doble Capa (D), se coloca una primera
capa de Agar Nutritive la cual recibe una segun-
da consistente de Caldo Nutritivo con Agar-Agar
al 0.5%. Tanto en una técnica como en la otra,
el microorganismo de control se inocula en un
porcentaje apropiado (v/v), de tal manera que
quede distribuido homogéneamente en toda la
capa en el caso del primer método y Gnicamente
en la segunda, cuando se sigue el sistema de do-
ble capa. Una vez listas las cajas de Petri, se ha-
cen perforaciones de 7-8 mm de didmetro, don-
de se colocan por separado 0.1 ml de los extrac-
tos en estudio.

2.2. Microorganismos de Control

Se escogieron FEscherichia coli, Staphylo-
coccus aureus, Streptococcus pyogenes, Bacillus
subtilis, Salmonella typhi y Saccharomyces s.p.,
los cuales pueden dar una idea preliminar del
espectro de actividad del o de los principios ac-
tivos presentes en los extractos primarios. Los
cultivos que se emplean de los gérmenes de con-
trol son frescos y hechos en Caldo Nutritivo,
donde se encuentran adaptados y en su fase lo-
garitmica de crecimiento, gracias a repiques su-
cesivos e incubaciones a 37°C, durante 16-18
horas. Las inoculaciones dentro del medio con
el gel, se hacen en las proporciones siguientes:

Microorganismos Inoculaciones (v/v)
Método N Método D
Escherichia coli 1.5% 1.0%
Staphylococcus aureus 1.5% 1.0%
Saccharomyces s.p. 2.0% 1.0%
Salmonella typhi 1.5% 1.0%
Streptococcus py ogenes 1.5% 1.0%
Bacillus subtilis 2.5% 1.0%
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2.3. Muestras de Algas
Las muestras en estudio son las siguientes:

Hypnea musciformis: Recolectada en las re-
giones costeras de Gaira y Bahia Concha (Santa
Marta), Barlovento y El Morro (Cartagena).

Enteromorphae s.p.: Recolectada en las mis-
mas regiones de la anterior.

Caulerpa mexicana: Recolectada en el La-
guito (Cartagena).

2.4, Sistemas de Extraccion

Para la obtencion de los extractos primarios
provenientes de las algas en estudio, se distin-
guen dos etapas diferentes. La primera com-
prende la recoleccion, seleccion, lavado y con-
servacion de las muestras, y la segunda, la obten-
cion y el control de los extractos. Los esquemas
seguidos en cada una de ellas son los siguientes:

Etapa I: Recoleccion y conservacion de las
muestras

Recoleccién de
las algas

S .2
ele.cglon. y
clasnfncacxon\
Lavado de las muestras
con agua marina

Rotulacién y
empaque

Conservacion de
las muestras (a)

(a): La conservacion de las muestras se hace, mientras las con-
diciones lo permitan, bajo congelacion hasta el momento de so-
meterlas al proceso dé extracciOn o sea la segunda etapa de ma-
nejo de las algas recogidas.

Etapa II: Obtencion de los extractos prima-
rios tomados de las muestras de algas y control
de la actividad antimicrobiana.

Para el desarrollo y la ejecucion de esta etapa
se tiene en cuenta la cantidad de muestra reco-
lectada, lo mismo que la época de recoleccion y
la abundancia relativa de la biomasa. Ademas,
se fijan y se tienen en consideracion los aspectos
y las condiciones siguientes:

a. Las extracciones acuosas se realizan em-
pleando agua bidestilada en una proporcion de
1:2 (muestra-agua); la muestra se lleva a una li-
cuadora donde se trata por un tiempo de 5 mi-
nutos.

b. Las maceraciones y las extracciones al-
cohdlicas y etéreas se realizan a temperatura am-
biente, empleando alcohol etilico y éter etilico
(reactivos analiticos) en proporciones de una
parte de muestra por una de solvente. La prime-
ra maceracion alcoholica se realiza por un tiem-
po de 12 horas y la segunda por 2 horas. La pri-
mera maceracion etérea se realiza por un tiempo
de 18 horas y la segunda por 3 horas.



c. Concentraciones de los extractos:

— Los acuosos (W), se llevan a sequedad
en un bafio de vapor de agua a 60°C. El resi-
duo se suspende en una solucion amortiguadora
de fosfatos al 10% con pH 6.8, estéril.

— Los alcohdlicos (A) se concentran en un
rotavapor a una temperatura entre 38 y 40°C.
Los residuos de las sustancias activas (AR) que
puedan quedar en el balon se sacan con 20 ml.
de una solucién amortiguadora estéril de fosfa-
tosal 10% con pH 6.8.

— Los etéreos (E) se concentran en un rota-
vapor casi hasta sequedad; la ultima etapa del
proceso de concentracion se realiza bajo vacio.
El batio Maria se mantiene a una temperatura
entre 36 y 38°C. Los concentrados se toman del
balén suspendiéndolos en 20 mi de una solucién
amortiguadora estéril de fosfatos al 10% con pH
6.8.

Bajo las condiciones anteriores, los esquemas
de obtencion y control de los extractos prima-
rios son los siguientes:

a. Esquema del proceso de extracciones

Muestra

Extraccion acuosa—— == Extracto acuoso

:

Torta I

|

Maceracibén y
extraccion
alcohdlica

|

Torta 12

|

Maceracion y
extraccion
alcohdlica

Extracto alcohdlico I

Extractos alcohdlicos Iy II

Extracto alcohdlico II

Torta Il

Maceracién y

extraccion Extracto etéreo I
etérea
Torta I1° Extractos etéreos 1 y II

Maceracién y
extraccion
etérea

Estracto etéreo 11

TortaIII (Desechar o estudiar posibles aplicaciones)

b. Esquema de control de la actividad an-
timicrobiana

Extractos acuosos
’on :
alcoholicos y etereos

L

Concentraciones

|

Control de la actividad
antimjcrobiana

Positivo Negativo

Liofilizar Liofilizar

Control de la actividad
antimicrobiana del
liofilizado

Control de la actividad
antimicrobiana del

B \

Negativo Positivo Negativo

/

Desechar o estudiar
otros aspectos

Desechar o estudiar
otros aspectos

Almacenar (*)

2.5. Liofilizacion de los extractos

La liofilizacion de los extractos acuosos (W),
de los extractos alcohodlicos (A) y de sus residuos
(AR) y de los extractos etéreos (E), se llevo a
cabo en un liofilizador marca Virtis 10-145
MR-BA. Las cantidades colocadas en los frascos
fueron de 5 ml y para el control de actividad
antimicrobiana se reconstituyeron los liofiliza-
dos agregando 1.5 ml de agua bidestilada estéril.
Con el proceso se pretende contar, en princi-
pio, con las sustancias activas en mayor propor-
cidon y de esta manera poner en evidencia aque-
llas que por encontrarse en baja proporcion no
se hubiesen podido detectar en ensayos anterio-
res. Ademas, se puede apreciar de manera pre-
liminar la influencia del proceso sobre los prin-
cipios activos que se encuentren en los extractos.

3. RESULTADOS

3.1. Determinacion de la influencia del pH

Se controlaron los extractos acuosos, alcoho-
licos y etéreos obtenidos de Hypnea musciformis
y Enteromorphae s.p., a valores de pH 4, 5, 6.8
y 8, empleando los microorganismos de control

(*) Se conservan para los ensayos quimicos, toxicoldgicos,
de estabilidad, y otros posibles.
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anotados. Con el alga Caulerpa mexicana no se
hizo el ensayo porque no se contaba con mues-
tras suficientes de ella.

Segun los resultados obtenidos se pudo apre-
ciar que el valor de pH méas adecuado para poner
en evidencia la actividad antimicrobiana de los
extractos fue de 6.8. Con los extractos de
Caulerpa mexicana se oper6 al mismo valor de
pH.

3.2. Determinacion de la actividad antimicro-
biana de los extractos

3.2.1. El alga Enteromorphae s.p. demostrd
que poseia sustancias con actividad antimicro-
biana las cuales se pudieron extraer con alcohol
y éter de la mayor parte de las muestras y con
agua de algunas de ellas. La actividad antimicro-
biaa se manifestd sobre Staphylococcus aureus,
Saccharomyces s.p., Streptococcus pyogenes y
Bacillus subtilis y los niveles de respuesta fueron
apreciables pues los diametros de las zonas de
inhibicion producidos varian entre 14 y 32 mm.

3.2.2. Se demostr6 que el alga Hypnea
musciformis poseia sustancias con actividad an-
timicrobiana. De la mayor parte de las muestras
esas sustancias activas se pudieron extraer con
alcohol y solamente de unas pocas se obtuvieron
extractos en los acuosos y etéreos. La actividad
antimicrobiana se manifesto sobre Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus subti-
lis, Saccharomyces s.p. y Salmonella typhi sien-
do, como en el caso anterior, apreciables los
niveles de respuesta, aunque variables, pues los
diametros de las zonas de inhibicion producidos
varian entre 10 y 25 mm.

3.2.3. La Caulerpa mexicana demostrdo que
poseia sustancias con actividad antimicrobiana
y de las muestras tratadas se lograron extractos
acuosos, alcohdlicos y etéreos activos sobre
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Strep-
tococcus pyogenes y Bacillus subtilis. Los niveles
de respuestas en este caso son inferiores compa-
rativamente con los anteriores, pues los diame-
tros de las zonas de inhibicién varian entre 9 y
17 mm.

3.3. Relacion entre la época de recoleccion y la
actividad antimicrobiana

A través de los ensayos que se realizaron con
las diferentes muestras se pudo apreciar que las
sustancias con propiedades antimicrobianas que
ellas contienen fluctian en cantidad a lo largo
del afio y que muy posiblemente ellas son de di-
ferente naturaleza, ya que se extraen con solven-
tes de diferente polaridad. Por comparacion de
los niveles de respuesta de las sustancias obteni-
das con cada uno de los extractos de las muestras
fue posible determinar las sensibilidades relati-
vas de los microorganismos de control, las cua-
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les van en orden decreciente del Bacillus subtilis,
posteriormente Staphylococcus aureus y Sac-
charomyces s.p., luego Streptococcus pyogenes
y por tltimo Escherichia coli y Salmonella
typhi.

Otro aspecto, que también se evidencia en
los resultados obtenidos, es que el espectro de
actividad que posee cada uno de los extractos
de las muestras de algas es variable y diferente;
las respuestas de los microorganismos de control
no son dadas por todos ellos en proporciones
iguales; es de anotar que ellas estdn en funcidn
de las épocas de recoleccion de las algas en estu-
dio.

3.4. Liofilizacion de los extractos y control de
la actividad antimicrobiana de los liofiliza-
dos

En los controles realizados a los extractos
liofilizados se pudo determinar que manifiestan
diferente actividad y son diferentes los niveles de
respuesta sobre los microorganismos sensibles.
Es asi como los liofilizados de los extractos pro-
cedentes de Enteromorphae s.p. fueron activos
sobre Staphylococcus aureus, Saccharomyces
s.p., Bacillus subtilis y Escherichia coli dentro
de unos valores de diametros de zonas de inhibi-
cion de 9 mm y 32mm; con los de Hypnea
musciformis fueron sensibles Staphylococcus
aureus y Bacillus subtilis también dentro de unos
valores de diametros de zonas de inhibicion de
9 mm y 32 mm y con los de Caulerpa mexica-
na fueron sensibles Staphylococcus aureus,
Saccharomyces s.p., y Bacillus subtilis, dentro
de unos valores de respuesta de 9 y 21 mm.

Como se anoto para los extractos que no se
sometieron a proceso alguno, las respuestas tam-
bién son variables e igualmente dependen del
tipo de microorganismo de control y de la época
en que se hizo la toma de muestras.

Por otra parte es de anotar que aunque en
los resultados obtenidos se evidencia la presencia
de sustancias antimicrobianas en diferentes pro-
porciones segin el tipo de extracto elaborado,
estos resultados no concuerdan en su totalidad
puesto que si bien en la mayor parte de los casos
se mantiene la actividad original y aun se incre-
menta, en otro se observa actividad en el liofili-
zado del extracto que originalmente era nega-
tivo y, por altimo, se encuentra que un microor-
ganismo de control que era sensible al extracto
en bruto, no presenta sensibilidad frente al res-
pectivo liofilizado. Lo anterior puede ser parcial-
mente explicable si se tiene en consideracion
que, gracias a la forma de reconstitucion del lio-
filizado, los principios activos que se encuentran
quedan en mayor proporciéon en el vehiculo de
regeneracion del extracto y de esta manera se



puede llegar a ponerlos en evidencia. Otro as-
pecto que debe tenerse en cuenta es la posibili-
dad de que por lo menos alguno de los princi-
pios antimicrobianos sufra una pérdida en su ac-
tividad por efecto de la liofilizacion.

4. CONCLUSIONES

Segin los resultados y las observaciones he-
chas, se puede concluir lo siguiente: .

— Los métodos de manejo y conservacion
de las muestras lo mismo que los de extraccion
en bruto de las sustancias con propiedades anti-
microbianas, aunque se pueden mejorar en algu-
nos aspectos, son satisfactorios y funcionales
y pueden ser aplicables en trabajos a mayor
escala.

— Las técnicas optimizadas por nosotros
para la evaluacion de la actividad antimicrobiana
de los extractos y de sus respectivos liofilizados’
son sensibles y faciles de realizar. Por otra parte,
conforman las bases indispensables para estudios
posteriores de los espectros de actividad antimi-
crobiana de la o las sustancias con esas propieda-
des que se puedan extraer de algas y para las va-
loraciones de dicha actividad.

— Se comprobo que las tres especies de al-
gas marinas en estudio, Enteromorphae s.p.,
Hypnea musciformis y Caulerpa mexicana, po-
seen sustancias con propiedades antimicrobianas.

— La actividad antimicrobiana de las sus-
tancias presentes en los extractos se hace eviden-
te y sin interferencias, suspendiendo sus con-
centrados en una solucion amortiguadora de
fosfatos al 10% con pH 6.8.

— Los resultados obtenidos indican que los
extractos poseen sustancias con actividad anti-
microbiana de diferente naturaleza, dado que
ellas son extraidas con solventes de distinta pola-
ridad.

— En cuanto al contenido de sustancias con
propiedades antimicrobianas en las muestras de
algas, se aprecia que existen fluctuaciones segin
la época de recoleccién. Tales fluctuaciones tam-

bién se aprecian al comparar los resultados de
la actividad de cada uno de los diferentes tipos
de extractos.

— Los espectros primarios de actividad de
cada uno de los extractos obtenidos de las mues-
tras de algas es variable y, ademas, esta en fun-
cion del tipo de extracto y de la época de reco-
leccion, lo que en cierta forma hace suponer que
las sustancias sean diferentes, como se anoto.

— Aunque se podria pensar que con el pro-
ceso de liofilizacion se ocasiona una pérdida de
principios activos, esto no se produjo y, por el
contrario, este proceso puede convertirse en un
recurso técnico util para la conservacion y con-
centracion de los extractos en bruto y el poste-
rior estudio de ellos bajo otros aspectos, como
serian el de su purificacion, la cuantificacion
e identificacion de las sustancias antimicrobia-
nas activas y las evaluaciones toxicologicas y
farmacologicas del caso, entre otros.

RESUMEN

Con el trabajo se comprueba la presencia
de sustancias antimicrobianas en los extractos
obtenidos de Hypnea musciformis, Enteromor-
Phae s.p. y Caulerpa mexicana y se proponen
algunos métodos de evaluacion de la actividad de
las sustancias extraidas de las muestras de algas
y se rutiniza la metodologia y las técnicas de
conservacién, control y evaluacion adecuadas
para trabajos posteriores.

SUMMARY

This work stablishes the presence of antimi-
crobial substances in the extracts of Hypnea
musciformis, Enteromorphae s.p. and Caulerpa
mexicana.

Some control and evaluation methods for
substances extracted from algae samples are
proposed, besides new techniques for preserva-
tion, extraction, control and evaluation.
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