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Abstract.- Several studies have been done in order to detect antibiotics from natural sources, seaweeds among them.
With the aim of identifying antibacterial compounds, 6 species of seaweeds have been evaluated. The raw extracts were
analyzed against bacteria, Gram-positive and negative, with diffusion discs and bioautography, then, they were
characterized by GC-MS. The seaweeds Gracilaria chilensis, Ulva Complex and Macrocystis pyrifera present inhibition in the
bacterial growth of tested strains. Three molecules, Phytol, 6-methyl-2-phenylquinoline and Neophytadiene were identified
from M. pyrifera and in Ulva Complex extracts. The results represent a potential use to incorporate these properties into

biomaterials.
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INTRODUCCION

Las macroalgas poseen una taxonomia compleja y
dindmica (Rindi et al. 2012), que se complementa con una
composicién quimica rica y diversa, abarcando a la mayoria
de los productos naturales conocidos, y en donde
encontramos grupos funcionales que no existen en
ninguna otra fuente natural (Maschek & Baker 2008). Es
por esta razon, que a partir de la década de 1970 surgi6é un
gran interés por la busqueda de productos naturales de
origen macroalgal, seguido por el descubrimiento de
nuevas moléculas (Faulkner 2000) que hasta 2012
acumularon un total de 3.129 compuestos; de estos un
53% provienen de rodofitas, 39% de feofitas y 8% de
clorofitas (Leal et al. 2013).

Las macroalgas generan compuestos con capacidad
antibacteriana, los que han sido identificados a partir de
la caracterizacion de extractos obtenidos por diferentes
metodologias (Kandhasamy & Arunachalam 2008, Chiheb
et al. 2009, Karthikaidevi et al. 2009, Vallinayagam et al.
2009, Villarreal-Gomez et al. 2010, Lavanya & Veerappan
2011, Adaikalaraj et al. 2012, Tan et al. 2012, Elnabris et al.
2013). En este sentido, el método més frecuente y
tradicional para la determinacion de capacidad
antibacteriana es el ensayo de discos por difusién en
placa, el cual presenta limitaciones cuando la actividad

encontrada es relativamente baja. No obstante, la
bioautografia permite detectar la actividad antimicrobiana
que resulta compleja de observar con el ensayo
tradicional (Tan et al. 2012). En relacion a la identificacion
de compuestos, la cromatografia de gases acoplada a un
detector de espectros de masas es presentada como una
herramienta confiable (Meléndez et al. 2008, Plaza et al.
2010).

En Chile continental (entre 18° y 55°S) han sido
identificadas 444 especies macroalgales (Ramirez &
Santelices 1991). Esta importante riqueza de macroalgas
favorece el interés por estudiar a estos organismos en la
busqueda de nuevos compuestos y aplicaciones, como
por ejemplo el desarrollo de biomateriales funcionales u
otras aplicaciones biotecnolégicas. El objetivo de esta
investigacion fue identificar compuestos con capacidad
antibacteriana a partir de macroalgas ampliamente
distribuidas en las costas chilenas, particularmente en la
Region del Biobio, tales como: Gracilaria chilensis
C.J.Bird, McLachlan & E.C.Oliveira, Durvillaea
antarctica (Chamisso) Hariot, Macrocystis pyrifera
(Linnaeus) C.Agardh, Lessonia spicata (Suhr) Santelices,
Ulva rigida C.Agardh y Ulva lactuca Linnaeus, para
potenciales aplicaciones biotecnolégicas.
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MATERIALES Y METODOS

RECOLECCION DE MACROALGAS

Las macroalgas fueron recolectadas desde 3 praderas
naturales ubicadas en la Provincia de Concepcion, Region
del Biobio, Chile. Se obtuvo Gracilaria chilensis desde
Caleta Lenga (36°45°S; 73°10°0); Lessonia spicata,
Durvillaea antarctica y Macrocystis pyrifera desde
Caleta Chome (36°46’S; 73°12’0); y el Complejo Ulva
(compuesto por U. rigida y U. lactuca, en proporciones
no determinadas) desde Caleta Cocholgiie (36°35’S;
72°58’0). Las muestras frescas fueron almacenadas en
bolsas plésticas y transportadas a una temperatura de 10
+ 1°C. Luego, fueron lavadas con agua potable para la
remocion de sales, arena y epifitos. Posteriormente, fueron
congeladas por 24 h a -20 + 1°C y secadas al vacio en un
liofilizador (OPERON modelo FDU-7006) por un periodo
de 72ha-80+ 0,2°C. Luego, fueron trituradas y tamizadas
a un tamafio de particula entre 212 a 500 pum y almacenadas
en bolsas plésticas al vacio a una temperatura de -20°C
hasta su posterior uso.

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Los extractos fueron obtenidos desde 5,0 £ 0,1 g de
macroalga seca y 100 mL de solvente, obteniendo una
relacion biomasa:solvente de 1:20 (p v!), en matraces
Erlenmeyer de 250 mL. Los solventes empleados, en un
gradiente de polaridad, fueron: agua desionizada (di
Water), metanol, etanol, acetona, acetato de etilo,
diclorometano y n-hexano. Luego, fueron dispuestos en
una incubadora con agitacion orbital (JSR modelo JSSI-
100C) por 4 h a una velocidad de agitacion de 150 rpm, en
oscuridad a una temperatura de 30 + 0,1°C. Después, los
extractos fueron centrifugados a 4.000 rpm x 10 min en
una centrifuga (Hettich modelo Rotofix 32 A) y filtrados
al vacio a través de papel Whatman N°1. La fraccion liquida
fue concentrada en un evaporador orbital paralelo (Biichi
modelo Multivapor P-12). Posteriormente, los extractos
concentrados fueron almacenados a -20°C.

Discos DE DIFUSION EN PLACA

La evaluacién fue realizada en triplicado, por medio de
discos de difusién sobre placas Petri con agar Mieller-
Hinton (MHA) inoculadas con cultivos de Escherichia
coli K12 y Pseudomonas aeruginosa PAQ1. Se emplearon
discos de papel tipo Whatman N°3, estériles, de 5 mm de
didmetro con 30 pL del extracto concentrado, discos de
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gentamicina de 10 pg como control positivo y discos con
cada uno de los solventes puros como blancos. Las placas
fueron incubadas por 18 h a 35°C, para medir los halos de
inhibicién obtenidos.

BIOAUTOGRAFIA PARA DETECCION DE ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA

Previo a la bioautografia fue realizada una separacion de
los compuestos presentes en los extractos obtenidos
mediante una cromatografia en capa fina o TLC (Thin
Layer Chromatography). Alicuotas de 30 uL fueron
sembradas por cada extracto concentrado en placas de
aluminio estériles cubiertas de silica gel Si60 F254 (Merck)
de 2,5 x 7 cm como fase estacionaria y una solucién de
diclorometano:metanol 10:1 (v v') como fase mévil. A
continuacién, fue ejecutada la técnica de bioautografia,
basado en el método de Smith et al. (2007) con
modificaciones realizadas por Tan et al. (2012) para la
deteccion de la actividad antibacteriana de extractos
macroalgales. Las cepas bacterianas ensayadas fueron;
Gram negativas; E. coli K12, P. aeruginosa PAOl y
Pseudomonas syringae DC3000; y Gram positiva:
Streptococcus pyogenes HUO8. Los anélisis fueron
realizados cualitativamente, en funcion de halos de
inhibicion de crecimiento bacteriano alrededor de los
compuestos separados por TLC.

IDENTIFICACION DE COMPUESTO CON ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA

Los extractos fueron analizados usando un cromatdgrafo
de gases Hewlett Packard serie 11 5890 (GC), acoplado a
un detector selectivo de masas Hewlett Packard serie 5972
(MS) (GC-MS). Las temperaturas de la linea de
transferencia y de la fuente de iones fueron 280 y 129°C
respectivamente. Se utiliz6 una columna capilar (Agilent
190915-433) de 0,25 mm de didmetro x 30 m de largo x 0,25
um de capilaridad nominal. La temperatura inicial de la
columna fue mantenida a 70°C por 3 min, con una rampa
de 5°C por min hasta 250°C por 5 min. Se selecciond el
modo de inyeccion splitless con un desfase de solvente
de 5 min. El sistema (GC-MS) fue controlado por medio
del software MS ChemStation G1034C v. C.01.05.
Finalmente, los compuestos fueron identificados
tentativamente por espectrometria de masa usando un
intervalo de indice m/z entre 50 y 450. Los espectros
fueron comparados con las bases de datos, del software
Agilent® MSD ChemStation y con los encontrados en
MassBank (Horai et al. 2010).



RESULTADOS Y DISCUSION

Discos DE DIFUSION EN PLACA

Se observé actividad inhibitoria del crecimiento para las
2 cepas bacterianas bajo estudio (Tabla 1) siendo E. coli
(K12) mas susceptible a los tratamientos que
Pseudomonas aeruginosa (PA01), estos resultados son
consistentes con investigaciones que han utilizado
extractos macroalgales contra las mismas cepas
bacterianas (Karthikaidevi et al. 2009, Vallinayagam et al.
2009, Villarreal-Gomez et al. 2010, Lavanya & Veerappan
2011, Adaikalaraj et al. 2012, Elnabris et al. 2013). El
Complejo Ulva gener6 inhibicion del crecimiento
bacteriano, concordante con lo reportado por Ravikumar
et al. (2002) y por Chiheb et al. (2009), Macrocystis
pyrifera y Gracilaria chilensis, esta Gltima gener6
inhibicion s6lo para P. aeruginosa (PA01) con un débil
efecto promedio menor a 5 mm. Los resultados obtenidos
del extracto acuoso y metanélico de G. chilensis
concuerdan con el reportado por Adaikalaraj et al. (2012)
que evaluaron la capacidad antibacteriana de Gracilaria
verrucosa y G. ferugosoni contra P. aeruginosa y E. coli,
sin embargo, obtuvieron mayor actividad que el presente
estudio, probablemente debido al proceso de extraccion
Soxhlet de 8 h a temperatura por debajo del punto de
ebullicién de los solventes empleados, pero
principalmente por trabajar con otras especies del género
Gracilaria. Finalmente, los solventes puros empleados
como blancos no presentaron actividad inhibitoria
aparente y los controles positivos con gentamicina (10
ug) fueron efectivos en todos los casos, con un halo de
inhibicién promedio de 16,4 + 1,8 mm.

DETECCION DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA POR
BIOAUTOGRAFIA

La separacion por TLC de los compuestos presentes en
los extractos crudos elimina los efectos antagonistas de
los compuestos inactivos presentes en la mezcla (Tan et
al. 2012), por lo tanto, la bioautografia fue el método méas
adecuado para determinar de la actividad antibacteriana
en comparacion al ensayo de discos de difusion estandar.
Los extractos del Complejo Ulva, mostraron una fuerte
actividad antibacteriana en las muestras extraidas con
diclorometano y etanol contra P. aeruginosa (Fig. 1a, b), n-
hexano para P. syringae (Fig. 1c) y E. coli (Fig. 1d). En
general, la cepa bacteriana més susceptible a todos los
extractos del Complejo Ulva, fue P. aeruginosa. Esta
actividad detectada difiere con la reportada por Tan et al.
(2012) quien utiliz6 extractos de n-hexano, cloroformo,
acetato de etilo, diclorometano, acetona, etanol, metanol y
agua a partir de Ulva lactuca, recolectada en Irlanda, contra
diferentes cepas bacterianas, donde ningun extracto mostro
actividad inhibitoria contra P. aeruginosa PAOL y E. coli.
Estas diferencias entre un trabajo y otro podria explicarse
en funcion de la metodologia de extraccion empleada tal
como lo mencionan Kandhasamy & Arunachalam (2008) y
Lavanya & Veerappan (2011), ademdas pueden ser
explicados por diferencias en factores bidticos y abioticos
propios de la zona de muestreo, asi como también el estado
fisioldgico del organismo (Figueiredo et al. 2008, Adaikalaraj
et al. 2012). Los extractos de M. pyrifera, generaron
actividad antibacteriana contra las cepas E. coli, P.
aeruginosa e inhibiciones especifica de los extractos;
acetato de etilo contra S. pyogenes (Fig. 1e) y etanol contra
P. syringae (Fig. 1f). Estos resultado ratifica lo reportado

Tabla 1. Inhibicion bacteriana por ensayos de discos de difusién con extractos macroalgales crudos contra E. coli y P. aeruginosa /
Bacterial inhibition by disc diffusion assay of crude seaweed extracts against E.coli and P. aeruginosa strains

Escherichia coli (K12) Pseudomonas aeruginosa (PAO1)
Solvente UCo Mpy Gch Lsp Dan GM UCo Mpy Gech Lsp Dan GM
di Water + - ¥ - - +H+ - - * - . T+
Metanol ++ - ¥ - - S - - ok - . ++
Etanol - + + - - it - - - - - +—+
n-Hexano ++ + - - - -+ - - S - - ++

UCo: Complejo Ulva, Mpy: M. pyrifera, Geh: G. chilensis, Lsp: L. spicata.; Dan: D. antarctica, GM: Gentamicina (10 ug); (-) no

inhibe, (+) inhibicion 5-10 mm, (++) inhibicion 10-15 mm, y (++t) inhibicion mayor a 15 mm. *algunas réplicas presentaron

inhibicion, pero el promedio resulté menor a 5 mm (n=3)
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Figura 1. a-f) Bioautografias de extractos macroalgales contra cepas bacterianas. UCo: Complejo Ulva; Mpy: M.
pyrifera; Dcl: diclorometano; Eta: etanol; Hex: n-Hexano; Aet: acetato de etilo; Pae: P. aeruginosa; Eco: E. coli;
Spy: S. pyogenes y Psy: P. syringae / a-f) Bioautography of seaweed extracts against bacterial strains. UCo: Ulva
Complex.; Mpy: M. pyrifera; Dcl: dichloromethane; Eta: ethanol; Hex: n-Hexane; Aet: ethyl acetate; Pae: P.
aeruginosa; Eco: E. coli; Spy: S. pyogenes and Psy: P. syringae

por Jiménez et al. (2011) quien detect6 la inhibicion del
crecimiento de P. syringae empleando el extracto etanélico
de M. pyrifera (reportado por Jiménez como Macrocystis
integrifolia) y ademés sugieren la necesidad de verificar el
espectro de accion antibacteriana de M. pyrifera dada su
capacidad inhibitoria sobre la cepa Gram positivas. En el
Complejo Ulva, y en orden decreciente los solventes que
presentaron actividad antibacteriana contra las 3 especies
Gram negativas fueron; n-hexano, diclorometano y etanol,
respectivamente, para M. pyrifera no se apreciaron
diferencias entre los solventes utilizados con inhibicion
bacteriana. Los resultados revelan que existen diferencias
en la actividad antibacteriana, la cual es dependiente del
patégeno, del solvente de extraccion y de la especie
macroalgal. Las diferencias entre macroalgas pueden estar
influenciadas por variados factores como el habitat, la fecha
de recoleccion, diferentes estados de desarrollo del alga,
método experimental, etc. (Figueiredo et al. 2008, Adaikalaraj
et al. 2012). Finalmente la bioautografia resulto ser una
técnica sencilla y rapida para detectar la bioactividad de
un extracto natural, ya que combina las ventajas del ensayo
de discos de difusion en placa con una TLC, la que
posteriormente puede ser purificada para caracterizar e
identificar compuestos.

Troncoso et al.
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COMPUESTOS CON ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
IDENTIFICADOS

Comprobada la actividad antibacteriana por bioautografia,
se procedio a la caracterizacion quimica de moléculas a
través de GC-MS, con el objetivo de identificar
compuestos con actividad antibacteriana. En todos los
extractos del Complejo Ulva fue detectada la presencia
de Fitol 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadeceno-1-ol (Fig. 2a),
molécula con reconocidas propiedades antibacterianas y
que ademas se le ha atribuido propiedades antimicéticas
y/o antivirales (Plaza et al. 2010, Santoyo et al. 2012,
Jeyadevi et al. 2013). En los extractos crudos de acetato
de etilo del Complejo Ulva, se observé la presencia, de 6-
Metil-2-fenilquinolina (Fig. 2b) descrita también como
molécula antimicrobiana por Meléndez et al. (2008). En
los extractos de acetato de etilo y diclorometano del
Complejo Ulva y M. pyrifera fue detectada la molécula
Neofitadieno (Fig. 2c¢) identificada como compuesto
antimicrobiano y antiviral (Santoyo et al. 2012, Jeyadevi
et al. 2013). Ademas, fueron identificadas cadenas
alifaticas insaturadas de 16 a 43 carbonos (C); hexadecano
(C16), heptadecano (C17), octadecano (C18), nonadecano
(C19), eicosano (C20), acido palmitico y acido a-linolénico
metil ester, tanto en los extractos del Complejo Ulva, como
en M. pyrifera, compuestos que segun Plaza et al. (2010),
usualmente se les atribuyen actividades antibacterianas.



100

80 1 Z

60 -

40 1

Abundancia relativa

20 1

50 100 150 200 250

100

N
»
7

60 -

40 A

N 1

||
50 100 150 200
m/z

Abundancia relativa

L

100
c M
80 + |

60 -

40 -

Abundancia relativa

20 A

50 100 150 200 250

Figura 2. Espectros de masas y estructuras quimicas identificadas en
los extractos algales. a) molécula antibacteriana Fitol (3,7,11,15-
tetrametil-2-hexadeceno-1-ol), b) molécula antimicrobiana 6-
Metil-2-fenilquinolina, ¢) molécula antimicrobiana Neofitadieno /
Chromatographic spectrograms and chemical structures identified
in the seaweed extracts. a) antibacterial molecule Phytol (3,7,11,15-
tetramethyl-2-hexadecen-1-ol), b) antimicrobial molecule 6-Methyl-
2-phenylquinoline, c) antimicrobial molecule Neophytadiene

La caracterizacion quimica permitié identificar
compuestos con capacidad antimicrobiana, particularmente
antibacterianos, en los extractos de M. pyrifera y del
Complejo Ulva. Estos resultados respaldan el potencial
uso de estas macroalgas para el desarrollo de
biomateriales funcionales, ya sea, a través de la inclusién
de sus extractos bioactivos como de su biomasa con fines
estructurales y funcionales, para maltiples productos u
otras aplicaciones biotecnolégicas. Adem4s, estas
macroalgas presentan caracteristicas distintivas con
respecto a otras especies, como por ejemplo: abundante
biomasa, no son utilizadas como fuente de alimentos (al
menos Ulva sp.), estdn ampliamente distribuidas en
nuestras costas, en ocasiones son consideradas desechos
por lo que posee bajo precio y ademdas pueden ser
cultivadas.
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