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La presencia de bacterias multirresistentes es un problema de salud pidblica a nivel mundial, lo que genera la
necesidad de buscar alternativas terapéuticas de preferencia de origen natural. El objetivo del trabajo de inves-
tigacién fue evaluar la actividad antibacteriana de extractos etandlicos, metandlicos y hexdnicos de los géneros
de microalgas: Chlorella sp., Anabaena sp., Oscillatoria sp. y Stichococcus sp., recolectadas de la estacién an-
tértica ecuatoriana Pedro Vicente Maldonado. Los extractos fueron obtenidos mediante la técnica de extraccién
Soxhlet. La actividad antibacteriana se evalué en primera instancia con el método de dilucién en agar, con el
que se identificé que de los 12 extractos evaluados, los extractos metandlicos de las microalgas Oscillatoria sp.
y Stichococcus sp. presentaron actividad inhibitoria frente a la cepa bacteriana Staphylococcus aureus ATCC
25923, mientras que ningdn extracto presenté actividad frente a Escherichia coli ATCC 25922. Con los extractos
metandlicos de Oscillatoria sp. y Stichococcus sp. se desarrollé el método de Kirby Bauer, obteniéndose halos de
inhibicién de mayor tamario en el extracto de Oscillatoria sp. Al comparar la actividad de los extractos de las
microalgas con los antibidticos de amplio espectro trimetoprima sulfametoxazol y ciprofloxacina, se concluye que
estos productos farmacéuticos provocan mayor sensibilidad. A través de un tamizaje fitoquimico se identificaron
terpenoides, fenoles y alcaloides los cuales podrian ser responsables de la actividad antibacteriana.
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Evaluation of the antibacterial activity of microalgae
extracts using ATCC strains

Abstract

The presence of multiresistant bacteria is a public health problem worldwide which generates the need to search
therapeutic alternatives of natural origin. The objective of this research was to evaluate the antibacterial activity
of ethanolic, methanolic and hexane extracts of microalgae gender: Chlorella sp., Anabaena sp., Oscillatoria
sp. and Stichococcus sp., collected at the Ecuadorian Antarctic Station Pedro Vicente Maldonado. The extracts
were obtained by the Soxhlet extraction technique. The antibacterial activity was first evaluated with the agar di-
lution method, and it was identified that from the 12 extracts evaluated, the methanolic extracts of the microalgae
Oscillatoria sp. and Stichococcus sp. presented inhibitory activity against the bacterial strain Staphylococcus au-
reus ATCC 25923, whereas no extract presented activity against Escherichia coli ATCC 25922. With the metha-
nolic extracts of Oscillatoria sp. and Stichococcus sp. the Kirby Bauer method was developed, obtaining zones
of inhibition that shows greater antibacterial activity by the Oscillatoria sp. extract. When comparing the activity
of the microalgae extracts with the broad spectrum antibiotics trimethoprim sulfamethoxazole and ciprofloxacin,
the conclusion is that these pharmaceutical products cause greater sensitivity. Through phytochemical screening
terpenoids, phenols and alkaloids were identified which could be responsible for antibacterial activityl activity.

Keywords: microalgae’s extracts, Kirby Bauver method, zones of inhibition, antibacterial activity.
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1. Introduccién

En los Gltimos afos se ha evidenciado incremento de
la resistencia a los antimicrobianos a nivel mundial,
convirtiéndose en un problema de salud pdblica, ya
que los microorganismos han generado una mayor
cantidad de mecanismos de resistencia a los antibiéti-
cos usados de forma ordinaria [1] [2] , por lo que se
ve la necesidad de encontrar componentes bioactivos
de fuentes naturales. Una posibilidad son las microal-
gas, en este caso a partir de los 4 géneros: Anabae-
na sp., Oscillatoria sp., Stichococcus sp. y Chlorella
sp., recolectadas de la estacién antdrtica ecuatoriana
Pedro Vicente Maldonado. Los respectivos extractos
se obtienen mediante la técnica Soxhlet mientras que
para evaluar la actividad antibacteriana se usa en pri-
mer lugar la técnica de dilucién en agar que permite
evaluar cualitativamente y de forma sencilla un ndme-
ro moderado de condiciones (tipos de extracto frente
a cepas bacterianas). Luego, con los extractos en los
que se identificé una actividad inhibitoria de creci-
miento bacteriano, se desarrollé la técnica de Kirby
Bavuer, semicuantitativa que permite evidenciar el to-
mafo de los halos de inhibicién para establecer cudl
de los extractos genera una mayor actividad relativa y
compararlos frente a antibiéticos utilizados como con-
trol. Finalmente, es necesario realizar un tamizaije fito-
quimico para identificar los posibles grupos quimicos
que generan la actividad antibacteriana.

Existe una elevada cantidad de estudios relacionados
con la evaluacién de la actividad antibacteriana a
partir de sustancias bioactivas obtenidas de extractos
de diversos tipos de microalgas, lo que se consigue
por distinfos métodos y asi mismo realizando diver-
sos ensayos de sensibilidad. El género de microalga
Chlorella sp. es uno de los més estudiados, dentro de
sus componentes estdn dcidos grasos y chlorellin, se
ha aducido que alguno de estos compuestos genera
actividad antibacteriana tanto sobre bacterias Gram
positivas como Gram negativas. [3]

En ofro estudio se usé cianobacterias incluyendo el
género de Anabaena sp., que se caracterizé por ser
una fuente rica en proteinas y de una gran variedad
de productos quimicos y farmacéuticos, evidenciando
que las cepas Gram negativas fueron més resistentes
a los extractos con respecto a los Gram positivas [4],
sin embargo, en ofro estudio se menciona que se ge-
neré mayor inhibicién en cepas de bacterias Gram
negativas, lo que seria dependiente de las microalgas
y solventes usados en la extraccién. [5]

En Ecuador también se han realizado investigaciones
relacionadas con actividad antibacteriana usando mi-

croalgas, como es el caso de Chlorella con la que se
obtuvo extractos que generaron halos de inhibicién
contra la bacteria Staphylococcus aureus, lo que con-
cuerda con uno de los estudios mencionados anterior-
mente sobre este género de microalga; mientras que
en ofra investigacién donde se evalué la actividad con
los extractos de las algas Euglena viridis y Oscillatoria
sp, no se obtuvo resultados favorables en Escherichia
coli ni Staphylococcus aureus. [6] [7]

La importancia de este estudio radica en identificar
fuentes alternativas de compuestos con actividad an-
tibacteriana. Para ello debe implementarse el cultivo
y masificacién de las microalgas Anabaena sp., Os-
cillatoria sp., Stichococcus sp. y Chlorella sp., asi
como la evaluacién de la actividad antimicrobiana
de los extractos obtenidos, en el Laboratorio de Qui-
mica Sostenible de la Facultad de Ciencias Quimicas
de la Universidad Central del Ecuador. La implemen-
tacién y desarrollo de estas metodologias permitira
el desarrollo de futuras investigaciones y la conso-
lidacién de lineas de investigacién. Es asi que el si-
guiente paso consiste en aislar los componentes con
probable actividad antibacteriana mediante técnicas
cromatogréficas y con ellos evaluar cuantitativamen-
te la actividad antimicrobiana.

2. Parte experimental
2.1. Cultivo y masificacion de microalgas

Los medios de cultivo usados fueron BG11 para las
microalgas Stichococcus sp. y Oscillatoria sp., BG110
para Anabaena sp., que se diferencia del anterior por
su stock 1 que carece de nitrégeno y finalmente M1
para Chlorella sp., los cuales fueron preparados y
puede encontrarse su composicién en la literatura. [8]

El cultivo de las microalgas se realizé a partir de
muestras preservadas en ceparios del Laboratorio de
Quimica Sostenible, las mismas que se sembraron me-
diante estriacién en cajas Petri con cada uno de los
medios especificos para cada género de microalga,
tal como se mencioné anteriormente y se colocaron
bajo una fuente de luz con fotoperiodos de 24 horas
luz. A partir de estos cultivos se da un pase a me-
dio liquido de modo que se permita el desarrollo y la
masificacién de las microalgas, transfiriendo el cultivo
cada 10 a 12 dias a un frasco de mayor capacidad
de volumen. Sin embargo, en cultivos liquidos se ma-
nej6 un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas os-
curidad, ademds de adaptar una fuente de aireacién
mediante bombas de pecera. [9] La temperatura de
los cultivos fue aproximadamente 20°C, debido a que
los géneros de microalgas usados en este estudio, tras



procesos de adaptacién lograron desarrollarse ade-
cuadamente a temperatura ambiente.

La biomasa de microalgas se obtuvo mediante la se-
paracién del medio de cultivo de la biomasa algal me-
diante sedimentacién de forma natural y de acuerdo
al género de microalga en ocasiones con ayuda de
centrifugacién a bajas revoluciones por minuto (2000
- 2500 rpm) mediante una centrifugadora marca Ther-
mo Fisher Scientific. El género Chlorella sp. con res-
pecto al resto de microalgas usadas, corresponde a
una estructura celular bastante pequefa al no presen-
tar morfologia filamentosa, por lo cual se generé retar-
do en el proceso de sedimentacién optando asi por el
uso de centrifugacién. Siguiendo este proceso se reali-
zaron varios lavados con agua destilada asegurando
la eliminacién completa del medio de cultivo e inme-
diatamente se llevé a cabo el proceso de deshidrata-
cién mediante incubacién a 40° C en una incubadora
bacteriolégica durante 24 horas aproximadamente.
Finalmente, se trituré la biomasa deshidratada en un
mortero de porcelana con el fin de obtener un polvo
homogéneo, el mismo que se almacené en tubos de
pldstico tras pesar la masa obtenida. Se cubrieron los
tubos con papel aluminio y se los almacené en un re-
frigerador a una temperatura de 4°C hasta su uso [9].

2.2. Extracciéon Soxhlet de microalgas

Para este proceso se pesa la biomasa algal en una
cantidad aproximada de 3 a 4 gramos y se la envuel-
ve en un capuchén de papel filiro, a la par se arma
el equipo Soxhlet, tal como se indica en la literatura
[10] y se inicia el proceso de extraccién repitiéndolo
durante aproximadamente 24 horas, obteniendo asi
extractos con tres solventes de diferente polaridad:
etanol 80%, metanol 99,9% y hexano 99,9%. Inme-
diatamente se recupera el extracto concentrado me-
diante el rotavapor marca IKA HB 10 [10]. Finalmen-
te, el extracto obtenido se guarda en frascos de vidrio
dmbar de modo que se evite cualquier reaccién con la
luz y se lo almacena a 4°C.

2.3. Evaluaciéon de la actividad antibacteria-
na de los extractos de microalgas

La actividad antibacteriana de los extractos obtenidos
fue evaluada mediante la técnica de dilucién en agar,
con la cual se identificé a los extractos que presen-
tan actividad frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Escherichia coli ATCC 25922. Luego se apli-
c6 el método de Kirby Bauer, solamente con aquellos
extractos en los que se evidencié actividad antibacte-
riana, de modo que se obtuvo halos de inhibicién que
fueron comparados con antibiéticos de amplio espec-
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tro de uso convencional como ciprofloxacina 5 pg y
trimetoprima/sulfametoxazol 25 pg.

En primer lugar se desarrollé el método de dilucién en
agar para el cual se prepard el medio Mueller Hinton
agar marca DIFCO, el mismo que se usa en ambos
ensayos de sensibilidad. Una vez fundido tras la es-
terilizacién en autoclave marca Lab Tech modelo LAC
— 5065SP, se le incorpora cada uno de los extractos
de microalgas concentrados en una proporcién de 9:1
[11] y se procede a homogenizar totalmente esta mez-
cla para distribuir en cajas Petri a una temperatura de
45°C aproximadamente. Se prepararon inéculos de la
cepa Escherichia coli ATCC 25922 y de Staphylococ-
cus aureus ATCC 25923, a una escala de turbidez 0,5
McFarland (equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL) ajustada
mediante método espectrofotométrico. Con los inéculos
se obtuvieron diluciones de diferentes concentraciones,
desde 1x 107 hasta llegar a 1 x10* células/mL. Un
volumen de 2 pl de cada dilucién fue depositado en
la superficie del agar. Las placas Petri se incubaron de
16 a 20 horas a 37°C para evidenciar la inhibicién
o no de los microorganismos ante la presencia de los
componentes bioactivos de las microalgas [11]. Se usé
como control positivo de crecimiento, el desarrollo de
las dos cepas ATCC en agar Mueller Hinton sin adi-
cionar ningun exiracto ni solvente, pudiendo observar
el crecimiento de cada una de las cepas en sus dis-
tintas concentraciones desde 107 hasta 104 UFC/mL;
mientras que como controles negativos se usaron cada
uno de los solventes usados en la extraccién, los que se
adicionaron en una proporcién 9:1 al igual que los ex-
tractos (ver figura 1). [11]. Ademds en aquellos extrac-
tos que presentaron actividad antibacteriana al estar
concentrados, se determiné la Gltima dilucién hasta la
que el extracto genera la sensibilidad (MIC).

Una vez obtenidos los resultados en la técnica anterior
se aplica el método de Kirby Bauer, para lo cual se
preparé el agar Mueller Hinton. Paralelamente se pre-
paran los discos de papel filiro (Whatman # 42), de 6
mm de didmetro, en los que se colocé uniformemente
cada uno de los extractos en un volumen de 20 L,
haciendo uso de micropipetas. Las cepas ATCC a uti-
lizarse son cultivos de 24 horas. Una vez listos todos
los materiales se ajusté el inéculo de cada cepa a una
turbidez 0,5 McFarland [11], con el que se realizé el
hisopado por toda la placa de agar y finalmente se
colocé sobre el agar hisopado los discos impregna-
dos con el extracto y se espera de 10 a 15 minutos
para que se adhieran totalmente. Tras una incubacién
de 18 a 24 horas, de existir actividad antibacteriana
por parte de los extractos, se observan halos de inhi-
bicion alrededor de los discos, en los cuales se midié
su didmetro en milimetros [11] [12].
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Se usaron como controles negativos a discos de pa-
pel filtro sin ningdn aditivo y discos impregnados con
los solventes: hexano 99,9%; etanol 80% y metanol
99,9%, mientras que como controles positivos se usa-
ron a dos antibiéticos de amplio espectro: trimetopri-
ma/sulfametoxazol de 25 pg y ciprofloxacina de 5 pg.

2.4. Tamizaje fitoquimico

Este andlisis fitoquimico se basé en pruebas prelimi-
nares para la identificacién cualitativa de compuestos
quimicos en los extractos que presentaron actividad
antibacteriana, tal como alcaloides, fenoles, taninos,
flavonoides, antraquinonas, terpenoides, saponinas y
azdcares reductores.

La identificacién de alcaloides se la desarrollé median-
te reaccién de Mayer y Wagner; fenoles totales y tani-
nos mediante reaccién con cloruro férrico; flavonoides
con la denominada prueba con H,SO,, antraquinonas
con prueba de Borntrager; terpenoides con prueba de
Liebermann- Burchard y prueba de Salkowski; saponi-
nas mediante ensayo de la espuma y azicares reduc-
tores mediante reaccién de Fehling. [13] [14]

2.5. Anadlisis estadistico

Los halos de inhibicién obtenidos mediante la técnica
de Kirby Bauer fueron sometidos a un andlisis de va-
rianza de dos factores (ANOVA), donde el factor a es
el tipo de extracto y el factor b es la dilucién del ex-
tracto, cada uno con sus respectivos niveles. Luego se
aplica un andlisis de Tukey para establecer la presen-
cia de diferencia estadisticamente significativa entre
todas las medias comparadas. Finalmente, se aplicé
andlisis t de Student para comparar los tamafios de
los halos de inhibicién de los extractos concentrados
respecto a los controles positivos: ciprofloxacina 5
pg (CIP) y trimetoprima/ sulfametoxazol 25 pg (SXT).

Todo el andlisis fue realizado con un nivel de con-
fianza del 95%, en el programa estadistico GraphPad
PRISM® Ver. 6.01.

3. Resultados y Discusion

Evaluacion de la actividad antibacte-
riana de los extractos de microalgas

3.1.

En primer lugar se detallan los resultados obtenidos
mediante la técnica de dilucién en agar. Esta metodo-
logia permite determinar la sensibilidad o resistencia
de un microorganismo frente a distintos antibidticos
y a varias concentraciones del mismo, por tanto esta
técnica permitié determinar que 2 de los 12 extractos
presentaron actividad antibacteriana y ambos fueron
extractos metandlicos de las microalgas Oscillatoria
sp. y Stichococcus sp. Ambos extractos presentaron
actividad frente a la cepa Staphylococcus aureus
ATCC 25923, mientras que ningin extracto generd
actividad frente a Escherichia coli ATCC 25922. Es
posible que la complejidad de la pared celular (del-
gada capa de peptidoglucano y cantidades consi-
derables de dcidos teicoico y teicurénico) [15] que
presentan las bacterias Gram negativas proteja a las
células del acceso de los componentes presentes en el
extracto. Sin embargo, se deberia ampliar el estudio a
un mayor nimero de especies Gram positivas y Gram
negativas para poder profundizar en esta hipétesis.

El ensayo con los controles negativos (solventes) per-
mitié evidenciar que los solventes no son los responsa-
bles de la inhibicién generada, pudiendo asi asociar
dicha actividad a los componentes bioactivos extrai-
dos. El desarrollo de las dos cepas ATCC en agar
Mueller Hinton, se usé como control positivo de creci-
miento donde se observé el crecimiento de cada una
de las cepas en sus distintas concentraciones desde
107 hasta 10* UFC/mL (ver figura 1). [11]

Figura 1. Técnica de dilucién en agar. Porcién superior de la placa Staphylococcus aureus e inferior Escherichia coli
aj control positivo: desarrollo en agar Mueller Hinton, b) control negativo: adicién de solvente al medio, c) extracto

no genera inhibicién y d) extracto genera inhibicién.



En aquellos extractos que presentaron actividad
antibacteriana al estar concentrados frente la cepa
Staphylococcus aureus, se determiné la dltima di-
lucién hasta la que el extracto genera la actividad
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(CMI), resultados que se muestran en la tabla 1y
2 para el extracto metandlico de Oscillatoria sp.
(MO) y extracto metandlico de Stichococcus sp.
(MS), respectivamente.

Tabla 1. Resultados de extracto metandlico de Oscillatoria sp. frente a S. aureus ATCC 25923

Respuesta de S. aureus

MO
104 10° 10¢ 107 (UFC/mL)
Extracto concentrado + + + +
Dilucion 1:2 + + + +
Dilucion 1:4 + + + +
Dilucion 1:8 + + + +
Dilucion 1:16 + + + +
Dilucion 1:32 + + + +
Dilucion 1:64 - - - -

MO: extracto metandlico de Oscillatoria sp. Resultados: (+) inhibicién y (-) no inhibicién

Tabla 2. Resultados de extracto metandlico de Stichococcus sp. frente a S. aureus ATCC 25923

Respuesta de S. aureus

MS
10* 108 108 107 (UFC/mL)
Extracto concentrado + + + +
Dilucién 1:2 + + + +
Dilucion 1:4 + + + +
Dilucién 1:8 + + + +
Dilucioén 1:16 + + + +
Dilucién 1:32 - - - R
Dilucion 1:64 - - - -

MS: extracto metandlico de Stichococcus sp.;

Resultados: (+) inhibicién y (-) no inhibicién

A partir de los resultados de ambos extractos me-
diante la técnica de dilucién en agar, se observé
que la cepa bacteriana Staphylococcus aureus fue
mds sensible el extracto metandlico de Oscillatoria
sp. con respecto al extracto metandlico de Sticho-
coccus sp. El primer extracto inhibe al microorga-
nismo hasta con una dilucién 1:32, mientras que
el segundo solamente logra inhibir hasta con una

dilucién de 1:16, y a todas las concentraciones del
inéculo bacteriano.

Luego se aplicé la técnica de Kirby Bauer haciendo
uso de aquellos extractos que presentaron actividad
antibacteriana, es decir con extracto metandlico de
Oscillatoria sp. (MO) y extracto metandlico de Sti-
chococcus sp. (MS). Método que se llevé a cabo con
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el fin de determinar el tamafio del halo de inhibicién
(mm) por parte de ambos extractos concentrados (E)

y realizando diluciones 1:2 y 1:4 de cada uno de
ellos, resultados que se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Halos de inhibicién generados por los extractos metandlicos de Oscillatoria sp. y Stichococcus sp. frente a

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Diametro del halo de inhibicion en mm

Tipo de extracto

MO MS
R1 R2 R3 R1 R2 R3
Dilucion de
E 17.76 17.01 17.83 14.21 13.69 14.01
extracto
1:2 15.94 16.13 15.87 11.28 12.90 13.20
1:4 13.12 13.36 13.65 7.76 7.64 8.01

MO: extracto metandlico de Oscillatoria sp. y MS: extracto metandlico de Stichococcus sp. E: extracto concentrado, 1:2:

dilucion 1:2 y 1:4: dilucién 1:4; R: numero de repeticion

Los didmetros de zonas de inhibicién fueron someti-
dos a un andlisis estadistico ANOVA de dos factores,
donde se determiné que tanto el tipo de extracto (MO
y MS) como la dilucién del extracto (E, 1:2, 1:4) gene-
ran un efecto significativo sobre el tamafio de los halos
de inhibicién, es asi que Staphylococcus aureus resul-
t6 mds sensible frente al MO. (ver figura 2). Asi tam-
bién mediante un andlisis de Tukey se pudo establecer

que existe una diferencia estadisticamente significati-
va entre todas las medias comparadas, a excepcién
de los tratamientos E-MS vs 1:3-MOy 1:3-MO vs. 1:2-
MS, en los cuales no se encuentra una diferencia sig-
nificativa entre las medias concluyendo que estas son
estadisticamente iguales, lo que fue reportado con un
nivel de confianza del 95%, andlisis realizado en el
programa estadistico GraphPad PRISM®.
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Figura 2. Diagrama de cajas para comparacién de medias de
halos de inhibicién de MO vs. MS, donde se representa el valor
minimo, mdximo y la media correspondiente a cada dilucidn,
frente a la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923. MO:
extracto metandlico de Oscillatoria sp., MS: extracto metandlico
de Stichococcus sp., E: extracto concentrado, dilucién 1:2,

dilucién 1:4 de cada extracto.

Fuente: Programa estadistico GraphPad PRISM® Ver. 6.01



Con respecto a los controles positivos que fueron los an-
tibiéticos de amplio espectro: ciprofloxacina 5 pg (CIP) y
trimetoprima/ sulfametoxazol 25 pg (SXT), se evidencié
que los halos obtenidos se encuentran dentro de los ran-
gos que establece el CLSI [16], y asi mismo se comprue-
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ba que no son los solventes ni alguno de los componentes
que posee el papel filtro, los agentes que generan la acti-
vidad antibacteriana, ya que no hubo halo de inhibicién
en estos ensayos. En la figura 3 se muestran imagenes
del ensayo realizado mediante el método de Kirby Baver.

Figura 3. Método de Kirby Bauer. Extracto metandlico concentrado, dilucién 1:2 y dilucién 1:4.
a) Oscillatoria sp. b) Stichococcus sp.; c] controles positivos: ciprofloxacina 5 pg (CIP= 30 mm) y
trimetoprima,/ sulfametoxazol 25 pg (§XT= 24 mm) d) controles negativos: P= papel filtro, H= hexano,
E= etanol y M= metanol

Mediante andlisis t de Student se demuestra diferencia
significativa en todos los casos al ser comparados los
extractos metandlicos de Oscillatoria sp. y Stichococ-
cus sp. con respecto a los controles positivos: cipro-
floxacina 5 pg (CIP) y trimetoprima/ sulfametoxazol

25 pg (SXT), tomando en cuenta las tres repeticiones
realizadas. Asi se concluye que estos Gltimos generan
mayor sensibilidad en la cepa bacteriana Staphylo-
coccus aureus con respecto a los extractos. Los resulta-
dos del andlisis estadistico se muestran en la figura 4.
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Figura 4. Diagrama de dispersién con barras-comparacién de controles
positivos (SXT y CIP) contra extractos concentrados (MO y MS) frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Donde SXT: trimetoprima/sulfa-
metoxazol 25 pg; CIP: ciprofloxacina 5 pg, MO: extractos metandlicos
de Oscillatoria sp. y MS: extractos metandlicos de Stichococcus sp.

Fuente: Programa estadistico GraphPad PRISM® Ver. 6.01

3.2. Tamizaje fitoquimico

Este tamizaje fitoquimico se basé en una serie de
pruebas cualitativas para distintos grupos quimicos,

mediante reacciones de precipitacién y coloracién.
Se escogié al azar uno de los extractos que no pre-
senté actividad antibacteriana, este fue el extracto
metandlico de Anabaena sp., el mismo que se usé
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como control negativo. Se evidencié que el extracto
metandlico de Anabaena sp. no posee alcaloides,
flavonoides ni terpenoides a diferencia de los ex-
tractos metandlicos de Oscillatoria sp. y Stichococ-
cus sp., resultados que se muestra en la tabla 4. Se
puede inferir que probablemente alguno de estos

compuestos quimicos sea el responsable de la ac-
tividad antibacteriana, sin embargo, debe tenerse
en cuenta que este tamizaje solamente brinda datos
preliminares sobre los componentes que conforman
los extractos, por lo que deberd confirmarse con
andlisis cuantitativos.

Tabla 4. Resultados de tamizaje fitoquimico en tres extractos metandlicos de microalgas

Compuesto . Extractos .. »
.. Reaccion Interpretacion positiva
Quimico Mo MS MA
Reaccion de Wagner + + - Precipitacion café rojiza
Alcaloides y Precipitado o coloracion amarilla
Reaccion de Mayer + + -
cremosa
Flavonoides Prueba con H,SO, + + - Coloracién naranja
Reaccion de Liebermann — . )
. + + - Aro de esteroide color café
Terpenoides/ Burchard
Esteroides y ) Coloracion café rojiza en la cara
Reaccion de Salkowski + + - L
interior
Antroquinonas Reaccion de Borntrager - - - Coloracion rosada
Fenoles Prueba con FeCl, + + + Color negro azulado
Taninos Prueba de FeCl, - - - Color verde oscuro
Burbujas de espuma persisten al
Saponinas Prueba de espuma - - - someter a calentamiento y tiene una

altura mayor a 5 cm.

Carbohidratos
(Azucares
reductores)

Reaccion de Fehling -

Precipitado de coloracion rojiza.

MS: extracto metandlico de Stichococcus sp., MO: extracto metandlico de Oscillatoria sp., MA: extracto metandlico de Anabaena

En base a andlisis fitoquimicos previos se han descri-
to componentes con importancia antibacterial como
son los flavonoides, alcaloides, esteroides y saponinas
[13] [14], compuestos bioactivos que también se en-
contraron en los extractos de estudio, a excepcién de
las saponinas que no fueron identificadas, por lo que
se podria inferir que alguno de estos compuestos pue-
den ser los responsables de la actividad antibacteria-
na, en concordancia con los estudios ya publicados.
Para confirmarlo, se requiere estudios adicionales que
permitan aislar o sintetizar los potenciales principios
activos y evaluar cuantitativamente su actividad an-
timicrobiana (MIC concentracién minima inhibitoria,
NIC concentracién no inhibitoria, e IC50 concentra-
cién inhibitoria del 50% de la poblacién).

4. Conclusiones

La técnica de dilucién en agar permitié identificar que a
partir de 12 extractos, 4 etandlicos, 4 metandlicos y 4

hexdnicos, fueron solamente los extractos metandlicos
de Oscillatoria sp. y Stichococcus sp. los que presen-
taron actividad antibacteriana y lograron inhibir a la
cepa bacteriana Staphylococcus aureus ATCC 25923,
mientras que la cepa de Escherichia coli ATCC 25922
no fue inhibida por ningin extracto, ademés de ello se
evidencia una mayor sensibilidad de Staphylococcus
aureus frente al extracto de Oscillatoria sp., demostra-
da tanto en la técnica de dilucién en agar como por el
método de difusién en disco y estadisticamente. Ade-
mds se nota que el tamafio de los halos de inhibicién
son dependientes de la dilucién del extracto.

Se demostré diferencia significativa entre los halos de
inhibicién generados por los extractos con respecto a
antibidticos de amplio espectro de uso convencional,
concluyendo que estos antibidticos generan mayor
sensibilidad que los extractos de las microalgas. En
el tamizaje fitoquimico se identificaron los siguientes
compuestos bioactivos: fenoles como los flavonoides,



terpenoides, esteroides y alcaloides, los mismos que
estén presentes tanto en el extracto de la microalga
Oscillatoria sp. como Stichococcus sp., por lo que
se cree que alguno de ellos o en conjunto podrian
ser los responsables de la actividad antibacteriana
generada, ya que en estudios similares realizados
previamente por Kavitha et al. y Rajendran et al. se
identificaron los mismos componentes en extractos de
diversas microalgas, donde usaron varios solventes.

[13] [14]

Se encontraron discrepancias con respecto a estudios
similiares, enfocadas especificamente a la actividad
antibacteriana, es asi el caso de un estudio mencio-
nado en la seccién 1, el cual fue publicado en el afio
2014 por Campoverde y Pomaquiza, quienes usaron
extractos metandlicos de Oscillatoria sp., al igual que
en el presente estudio. [6] A pesar de ello, no eviden-
ciaron inhibicién de ninguno de los microorganismos
ensayados, lo cual puede asociarse al origen de las
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microalgas usadas, pudiendo inferir que las microal-
gas antdrticas del presente estudio tienen ventaja so-
bre las otras. Al ser microalgas psicréfilas, presentan
una alta capacidad de adaptacién, por lo cual son
capaces de desarrollar mecanismos que les permiten
sobrevivir a condiciones extremas y por todo ello son
atractivas para una gran cantidad de aplicaciones
biotecnolégicas. [17]

El siguiente paso en esta investigacién consistird en ais-
lar los componentes con probable actividad antibac-
teriana mediante técnicas cromatogrdficas y con ellos
evaluar cuantitativamente la actividad antimicrobiana,

de modo que se pueda determinar MIC, NIC e IC50.
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