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Resumen

Se evalué la actividad antimicrobiana de 4 extractos organicos de los liquenes Lobaria subdissecta
y Parmoterma latissimum empleando el método de disco-difusion con una bateria microbiana de 2
bacterias Gram positivas y 2 Gram negativas, todas de interés clinico humano. Se observé que los
extractos no polares mostraron mayor actividad de inhibicion del crecimiento de los
microorganismos evaluados.

Palabras claves: actividad antimicrobiana; Lobaria subdisecta; Parmotrema lattisimum; método
disco-difusién.
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Abstract

The antimicrobial activity was assessed in 4 organic extracts of the lichens Lobaria subdissecta and
Parmoterma latissimum by using the disc-diffusion method utilizing a microbial battery of 2
bacteria Gram positive and 2 Gram negative, all of them of human and clinical interest. We noted
that the nonpolar extracts showed more activity of grown inhibition of the bacterias test.

Keywords: Antimicrobial activity; Lobaria subdisecta; Parmotrema lattisimum; disc-diffusion
method.

Los liquenes son la unién simbidtica entre un hongo (micobionte) y un fotobionte el
cual puede ser un alga 0 una cianobacteria, cuya interaccion origina un talo estable con
estructura y fisiologia especifica (Ramirez et al., 2005) Por su diversidad, adaptabilidad y
composicion quimica los liquenes son utilizados en la industria alimenticia, cosmetoldgica,
farmacéutica y como indicadores de la contaminacion (Fernandez et al., 2003).

Son pioneros en la colonizacién de rocas, desintegrandolas para la formacién de
suelo, permitiendo el crecimiento de diversos tipos de vegetacion rupicola o sexicola,
musgos Y ciertas plantas vasculares, jugando un papel importante en el ciclo de la materia
en los ecosistemas. (Ramirez et al., 2005) El desarrollo estructural de los liquenes esta
intrinsecamente relacionado con la asociacion entre los tejidos del hongo, que rodea al
fotobionte, generando las formas de costra (crustadceo), hoja (folidceo), de diminutos
arbustos (fruticoso) y gelatinosos (Hawksworth et al., 2000).

Figura 1.
Liquenes del tipo crustaceo, foliaceo, fruticoso y gelatinoso respectivamente.
Fuente: (INBio)

Una de las caracteristicas que conlleva la interaccion entre un hongo y un alga para
constituir un talo liquénico es la aparicién de una serie de productos del metabolismo
secundario que se depositan en grandes cantidades, en forma de diminutos cristales, sobre
las hifas del micobionte. Ademas, la composicién quimica cualitativa no parece verse
modificada ni por la composicion del sustrato ni por condiciones microambientales lo cual
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ha permitido el uso de estos metabolitos secundarios como buenos caracteres taxondmicos
en muchos grupos de liquenes (Reol, 1989).

Entre los metabolitos secundarios que se encuentran en los liquenes estan los acidos
alifaticos, para y metadépsidos, depsidonas, esteres bencilicos, dibenzofuranos, &cidos
usneicos, xantonas, antraquinonas, terpenoides, derivados del acido pulvinico los cuales se
dividen de acuerdo a su ruta biosintética (Nash, 2008).

Metodologia
Recolecta y tratamiento del material vegetal

Los liquenes Lobaria subdissecta y Parmotrema latissimum fueron colectados en
las faldas del Volcan Irazu. Los liquenes se limpiaron de musgo y otros contaminantes
empleando pinzas de cirugia. El material se sec6 a 40 °C por 72 horas y se moli6 utilizando
un molino de cuchillas con un tamiz de 1 mm.

Obtencion de los extractos crudos

10 g del material molido se extrajeron con 40 mL de distintos disolventes organicos
(hexano, acetato de etilo, acetona y metanol). Las extracciones se realizaron utilizando un
bafio sénico durante 6 minutos y el proceso se repitid cinco veces. Seguidamente, los
extractos fueron filtrados y el disolvente se eliminé utilizando un evaporador rotatorio. El
solido obtenido fue redisuelto a una concentracion de 1 y 3 mg para su almacenaje en viales
color ambar.

Microorganismos

Para evaluar la actividad antibacteriana se utilizd6 una bateria con 4
microorganismos controles: Alcaligenes faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus. Se prepararon suspensiones a partir de cada uno de
estos microorganismos y se incubaron hasta alcanzar la fase logaritmica de crecimiento; la
concentracion fue ajustada al patrén 0,5 de la escala McFarland.

Actividad antimicrobiana

Para evaluar la actividad antimicrobiana in vitro se empled el método de disco
difusion en el medio Mueller-Hinton descrito por French y Hebert (1980). Las placas Petri
con los extractos, Tween® 80 y los controles fueron inoculadas con los microorganismos e
incubados a 37°C por 24 horas.

Resultados y Discusion

Los resultados de las pruebas de disco-difusion de los extractos organicos de
Lobaria subdissecta y Parmotrema latissimum evidenciaron que los disolventes puros y el
Twen® 80 no generan ningtn efecto contra las bacterias; situacion que corrobora que los
resultados obtenidos al evaluar la bioactividad de los extractos, son correspondientes a los
metabolitos secundarios presentes en los mismos.
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Cabe recalcar que el antibidtico cloranfenicol® no obtuvo un halo de inhibicién
similar para todas las bacterias, debido a que se trata de bacterias pertenecientes a
diferentes familias, los halos de inhibicion que muestra el antibiotico, se debe a que inhibe
la sintesis de proteinas bloqueando la actividad de la enzima peptidil transferasa al unirse a
la subunidad 50S del ribosoma evitando la formacion del enlace peptidico (Horton et al.,
2008).

m A faecalis
H K. pneumoniae
P. aeruginosa

B S. aureus

L. subdissecta P. latissimum

Figura 2.

Actividad antibidtica de los extractos liquénicos de 1 mg contra las bacterias Alcaligenes
faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus
utilizando la escala de McFarland 0,5.

Fuente: propia del estudio

Los extractos liquénicos de Parmotrema latissimum demostraron ser mas activos
que su homologo, tal y como se muestra en la figura 2. Esto puede deberse a sustancias
especificas presentes en el mismo que inhiben el crecimiento de las bacterias. Se observa
que para la bacteria Alcaligenes faecalis, el extracto de hexano de P. latissimum de 1 mg
generd un mayor diametro de inhibicién (12,7 + 1,5 mm) en comparacién con el de 3 mg
(10,0 £ 2,6 mm), lo cual puede ser justificado por un efecto de saturacion del o de los
metabolitos presentes.
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m A faecalis
H K. pneumoniae
P. aeruginosa

B S. aureus

L. subdissecta P. Latissimum

Figura 3.

Actividad antibiotica de los extractos liquénicos de 3 mg contra las bacterias Alcaligenes
faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus
utilizando la escala de McFarland 0,5.

Fuente: propia del estudio

En la figura 3, se observa que para la bacteria Alcaligenes faecalis los extractos no
polares tienen un poder antibidtico méas relevante en comparacion a los polares, los cuales
no registraron actividad. En el caso de la bacteria Klebsiella pneumoniae, sobresalen los
extractos del liquen P. latissimum, para los cuales se observaron valores de actividad
bioldgica superiores a los generados por patron positivo de cloranfenicol®, lo cual es un
argumento importante para futuras evaluaciones y estudios de este liquen contra la bacteria
Klebsiella pneumoniae, sobretodo tomando en consideracion el hecho de que el antibidtico
es un compuesto puro de 30 pg y el extracto es una mezcla compuesta de diversos
metabolitos.

Asimismo se observa que los unicos extractos liquénicos que presentaron inhibicién
contra las cuatro bacterias fueron los de acetato de etilo para ambas especies de liquenes
(Tabla 1). Los extractos estudiados presentaron la mejor accién inhibitoria contra la
bacteria S. aureus, para la cual se observo que la actividad biologica de los mismos era
independiente de la polaridad y directamente proporcional a la concentracion evaluada.
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Tabla 1.

Actividad antibidtica de los extractos organicos de los liquenes Lobaria subdissecta y Parmotrema latissimum a 1y 3 mg, contra las
bacterias Alcaligenes faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus utilizando la escala de
McFarland 0,5.

ISSN Electrénico: 2215-3470

DOI: http://dx.doi.org/10.15359/ru.29-2.3

Alcaligenes faecalis

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

1 mg 3mg 1 mg 3 mg 1 mg 3 mg 1 mg 3mg
mm D.E. mm D.E. mm D.E. mm D.E. mm D.E. mm D.E. mm D.E. mm D.E.
Inh. * Inh. * Inh. + Inh. + Inh. * Inh. + Inh. + Inh. +
Extracto Hexano™ - - 6,8 0,8 - - - - - - 9,0 1,0 - - 10,7 21
- Extracto Acetato de etilo” 9,0 0,0 8,3 0,6 - - 13,5 2,1 9,0 0,0 | 11,7 21 |88 0,8 | 10,7 0,3
_‘E Extracto Acetona” 8,5 0,0 7,7 1,0 - - - - - - 10,3 0,6 - - 113 15
9 Extracto Metanol” - - - - - - - - - - 193 11 - - - -
Extracto Hexano 127 15 | 100 26 - - - - - - 195 07 - - - -
é Extracto Acetato de etilo” 10,3 0,6 | 11,7 15 7.3 0,6 9,7 1,2 133 06 |130 17 83 06 | 93 06
g Extracto Acetona” - - - - 9,2 0,3 9,3 1,2 6,8 04 | 80 1,0 - - 97 06
S Extracto Metanol” - - - - 8,0 1,0 8,7 1,2 - - - - - - 1100 00
Control (cloranfenicol®) 180 0,0 | 18,0 0,0 8,0 0,0 8,0 0,0 220 00 [220 00 |130 00 |130 0,0
Tween® 80 - - - - - - - - - - - - - - - -
Hexano - - - - - - - - - - - - - - - -
Acetato de Etilo - - - - - - - - - - - - - - - -
Acetona - - - - - - - - - - - - - - - -
Metanol - - - - - - - - - - - - - - - -
*Promedio de 4 repeticiones mm Inh: milimetros de inhibicion D.E:Desviacion estandar
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Conclusiones

Los extractos del liqguen Lobaria subdissecta presentaron didmetros de inhibicion
mayores contra las bacterias Alcaligenes faecalis, Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus
aureus. También se observaron casos donde el uso de un extracto méas concentrado no
siempre garantizo la generacion de halos de inhibicion de mayor diametro. Los extractos de
acetato de etilo, evaluados contra las distintas bacterias, presentaron los mayores halos de
inhibicion y éstos, se observaron en casi todas los microorganismos estudiados excepto en
Klebsiella pneumoniae a una masa de 1mg.

En futuras investigaciones se recomienda realizar la prueba de disco-difusion
variando las concentraciones de McFarland’s asi como también, realizar un estudio
cromatogréfico (HPLC) de los metabolitos secundarios presentes en los extractos activos,
con el proposito de identificar el o los compuestos responsables de la actividad bioldgica
observada.
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