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RESUMEN
La búsqueda de compuestos naturales como una 

alternativa ante el uso de antibióticos sintéticos ha tomado 
mucha importancia. Se ha demostrado que las macroalgas 
marinas contienen compuestos capaces de inhibir el creci-
miento bacteriano, incluyendo bacterias patógenas para el 
humano. El objetivo del presente trabajo fue determinar el 
efecto de dos extractos (acetona y metanol) de la macroalga 
Gracilaria vermiculophylla sobre el crecimiento de la bacteria 
Vibrio parahaemolyticus. La determinación del efecto antimi-
crobiano de los extractos crudos se llevó a cabo utilizando el 
método de difusión en disco; para lo cual se utilizaron  10, 30 
y 50 μL de los extractos en los sensidiscos. Se determinó que 
el volumen de 50 μL, con ambos extractos presentó los halos 
de inhibición más altos (3.24 mm para el extracto en metanol 
y 3.17 mm para el extracto en acetona).

Palabras claves: actividad antimicrobiana, Gracilaria 
vermiculophylla, Vibrio parahaemolyticus.

ABSTRACT
The search for natural compounds as an alternative 

to the use of synthetic antibiotics has become increasingly 
important. It has been shown that the marine macroalgae 
contain compounds capable of inhibiting bacterial growth, 
including pathogenic bacteria for humans. The aim of this 
study was to determine the effect of two extracts (acetone 
and methanol) of macroalgae Gracilaria vermiculophylla on 
the growth of Vibrio parahaemolyticus. Determination of 
antimicrobial effect of the crude extracts was performed 
using the agar diffusion method; for which 10, 30 and 50 
μL of the extracts were loaded on sterile antibiotic discs. It 
was determined that the 50 μL with both extracts showed 
higher inhibiting zone diameter (3.24 mm for the extract in 
methanol and 3.17 mm for the extract in acetone).
Keywords: antimicrobial activity, Gracilaria vermiculophylla, 
Vibrio parahaemolyticus.

INTRODUCCIÓN
Las macroalgas son recursos naturales comestibles 

que se encuentran presentes en grandes cantidades en el 
mar (alrededor del 90 % de las plantas marinas son algas). Sin 
embargo, a pesar de los usos potenciales que presentan tan-
to en la industria (obtención de hidrocoloides, compouestos 
bioactivos y la elaboración de alimentos balanceados para 
animales) como en la agricultura, ha sido poca la explotación 
que se le ha dado a este recurso (Ortiz et al., 2006). Actual-
mente su aplicación consiste en la obtención de ficocoloides 
como los carragenanos utilizados en la industria alimentaria 
como aditivos para la estabilización de suspensiones (Pe-
reira et al., 2009); y el agar el cual es utilizado como agente 
gelificante (Holdt y Kraan, 2011). También son utilizadas en 
menor escala en algunos países principalmente del suroeste 
asiático, donde han sido utilizadas desde hace muchos años 
como parte integral de su dieta (Benjama y Masniyom, 2011).

En su composición química se encuentran pigmentos 
fotosintéticos los cuales utilizan la luz solar para producir 
alimento y oxígeno a partir del dióxido de carbono y agua. 
Ademas, numerosos estudios señalan que las macroalgas 
contienen una gran cantidad de compuestos bioactivos (Hay, 
1996; Holdt y Kraan, 2011; Gupta y Abu-Ghannam, 2011; 
Tutor-Ale et al., 2011). Se ha demostrado que los extractos 
de algunas especies de macroalgas marinas presentan 
capacidad antioxidante y contienen compuestos bioactivos 
que presentan actividad antiviral, antiinflamatoria, antipara-
sitarias y antimicrobiana (Robledo et al., 2008; Chew y Lim, 
2008, Pallela et al., 2010). También se ha demostrado que 
los extractos obtenidos de distintas especies de macroalgas 
(Halimeda incrassata y Sargassum polycystum) presentan 
propiedades neuroprotectoras y hepatoprotectoras (Linares 
et al., 2004; Raghavendran et al., 2005).

La capacidad antimicrobiana de los extractos de 
macroalgas es una característica que actualmente se esta 
estudiando para el control de enfermedades en el cultivo de 
camarón, debido a que se han aislado de sus larvas cepas de 
Vibrio harveyi, Vibrio splendidus y Vibrio parahaemolyticus que 
presentan resistencia a los antibioticos (Nas et al., 1992; Im-



 Osuna Amarillas et al: Biotecnia / XVIII (2): 27-31 (2016)

28
Volumen XVIII, Número 2

manuel et al., 2004). Por otro lado, también se ha reportado 
que los extractos de macroalgas contienen ciertos compues-
tos bioactivos que estimulan el sistema inmune del camarón 
los cuales le ayudan a combatir y prevenir enfermedades 
(Immanuel et al., 2012). Los componentes de las macroalgas 
que les confieren estas características específicas son muy 
variados, entre ellos podemos mencionar ciertos compues-
tos termolábiles, como el ascorbato y el glutatión entre otros, 
los cuales son encontrados en las macroalgas cuando están 
frescas (Burrit et al., 2002). Por otro lado, también podemos 
encontrar compuestos resistentes a las altas temperaturas, 
como los carotenoides, aminoácidos tipo micosporinas, y 
una gran variedad de compuestos polifenólicos (Yoshie et al., 
2000).

Gracilaria vermiculophylla es una de las macroalgas de 
mayor valor económico, ademas de estar ampliamente dis-
tribuida a nivel mundial, la cual se encuentra presente en la 
mayoria de los costas del mundo. En nuestro país se encuen-
tra ampliamente distribuida en las costas del pacífico y del 
golfo de california (Rueness Jan, 2005; Abreu et al., 2011;) El 
objetivo del presente estudio fue determinar la capacidad de 
dos extractos de la macroalga roja Gracilaria vermiculophylla 
de inhibir el crecimiento de la bacteria Vibrio parahaemolyti-
cus en condiciones de laboratorio.

MATERIALES Y MÉTODOS
Recolecta de macroalgas

Las muestras de la macroalga Gracilara vermiculophy-
lla fueron recolectadas en la Bahía de Agiabampo (26°22’31’’ 
Norte y 109°13’37’’ Oeste) en el mes de marzo de 2016. Una 
vez recolectadas las muestras, se lavaron con agua de mar y 
fueron colocadas en bolsas de plástico transparente. Poste-
riormente, se mantuvieron en hielo para evitar su degrada-
ción durante su traslado al laboratorio de investigación de 
la Universidad Estatal de Sonora (UES) en donde se lavaron 
con agua dulce, hasta eliminar lodos, se retiró toda materia 
extraña y se dejaron en charolas para que saliera el exceso 
de agua.

Obtención de las muestras para análisis
Una vez limpias las muestras, fueron colocadas en 

charolas para su secado, el cual se llevó a cabo en una estufa 
de convección marca VWR modelo 1500e a 45 °C por 48 h. 
Después de obtener la muestra seca se molió en un molino 
marca Cyclotec. Una vez obtenida la harina, fue cernida en 
una zaranda con un tamaño de poro de 500 micras para ob-
tener una harina con un tamaño de particula menor o igual 
a ese tamaño.

Análisis químico proximal de la macroalga 
Se determinó la composición química proximal en 

base seca de la muestra obtenida de acuerdo a la metodolo-
gía propuesta por la AOAC (1997). Proteína 928.08, humedad 
925.10, lípidos 991.36 y ceniza 920.153.

Obtención de extractos de la macroalga
Se obtuvieron dos extractos utilizando dos solventes: 

acetona y metanol. Para llevar a cabo la obtención de los 
extractos crudos se pusieron en agitación en relación 1:10 
p/v (100 g de harina con 1 L de solvente) de acuerdo a la 
metodología propuesta por Silva y colaboradores (2013). 
La extracción se realizó a temperatura ambiente por 1 h, 
con agitación constante (100 rpm). Una vez que se obtuvo 
el extracto, se concentró hasta obtener un volumen final de 
100 mL utilizando un rotaevaporador marca Yamato modelo 
RE301 (Khan et al., 2008). Los extractos obtenidos se almace-
naron en refrigeración en recipientes color ámbar hasta su 
utilización. 

Determinación de la actividad antibacterial in vitro de los 
extractos contra Vibrio parahaemolyticus.
Condiciones de crecimiento y cepa bacteriana

Se utilizó una cepa de Vibrio parahaemolyticus pro-
porcionada por el laboratorio de microbiología del CIBNOR 
La Paz, la cual fue mantenida en agar tiosulfato citrato bilis 
sacarosa (TCBS) con glicerol (20%) y almacenada a -40 ºC 
hasta su uso. Un inóoculo de bacteria fue transferida a 10 mL 
de TCBS e incubada a 37 ºC durante toda la noche. Una vez 
terminado el periodo de incubación, se volvió a transferir a 
TCSB y se dejó hasta que el cultivo alcanzó 1X108 unidades 
formadoras de colonias por mL (UFC/mL).

Ensayos de inhibición con sensidiscos
Se determinó la inhibición in vitro de la bacteria Gram 

negativa V. parahaemolyticus utilizando los extractos crudos 
obtenidos con acetona y metanol. Para llevar a cabo los 
ensayos de inhibición se utilizó el medio de cultivo TCBS, el 
cual es selectivo para las distintas especies de Vibrio. Las cajas 
Petri con el medio TCBS se inocularon con 100 μL del caldo 
conteniendo 1X108 UFC/mL de V. parahaemolyticus utilizan-
do la técnica de barrido (Coma et al., 2002). Posteriormente 
se colocaron los discos estériles de papel filtro Ø 10mm en 
las cajas y se impregnaron con tres volumenes (10, 30 y 50 μL) 
por triplicado con los extractos de algas con sus respectivos 
blancos (solo con solvente). Posteriormente las cajas Petri 
se incubaron a 37 °C durante 24 h. Una vez transcurrido el 
tiempo de incubación, se midió el halo de inhibición de los 
sensidiscos utilizando un Vernier con precisión de 0.1 mm. 
Esta determinación se llevó a cabo por triplicado para cada 
extracto crudo. La inhibición por efecto de los extractos de 
algas se calculó obteniendo la diferencia entre el halo de 
inhibición de cada extracto y el halo de inhibición de los 
blancos respectivos.

Análisis estadístico.
Para determinar el efecto de los extractos de las algas 

sobre el crecimiento de la bacteria V. parahemolyticus se uti-
lizó un diseño de dos vías completamente al azar, siendo los 
factores el solvente usado y el volumen de extracto utilizado. 
Cuando se encontraron diferencias significativas entre las 
medias de los tratamientos se llevó a cabo una comparación 
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de medias por la prueba de Tukey con un nivel de confianza 
del 95 % utilizando el Software JMP 10 (SAS company).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
En la Tabla 1 se muestran los valores obtenidos del 

análisis proximal de la harina de macroalga Gracilaria vermi-
culophylla. El contenido de lípidos de manera general para 
los tres grupos de algas (rojas, verdes y cafés) es menor al 5 
% de acuerdo a Holdt y Kraan (2011). Los valores de proteína, 
encontrados en nuestro estudio (34.08 %) para Gracilaria 
vermiculophylla son similares a los mencionados por Burtin 
(2003); en su estudio menciona que el contenido de proteína 
en las algas rojas tiene un amplio rango de valores, los cua-
les pueden ir desde el 10 al 30 % para la mayoría, pero en 
algunas especies como Palmaria palmata (dulse) y Porphyra 
tenera (nori) este valor puede representar entre el 35 y 47 % 
en peso seco. 

En el estudio llevado a cabo por Algaser et al. (2013) se 
analizó el efecto antimicrobiano de extractos metanólicos de 
distintas especies de algas pertenecientes a los tres grupos: 
6 especies de algas verdes (Chlorophyta), 8 especies de algas 
café (Phaeophyta) y 5 especies de algas rojas (Rhodophyta) 
sobre bacterias Gram positivas y negativas. En su estudio 
estos investigadores encontraron que en el caso de las algas 
rojas, los halos de inhibición observados en las bacterias 
Gram negativas fueron mayores que los observados en las 
bacterias Gram positivas. 

En el trabajo realizado por Ríos et al. (2009) se evaluó 
el efecto de extractos de metanol, hexano y diclorometano 
obtenidos del alga Gracilaria sp. sobre el desarrollo de bac-
terias Gram positivas y Gram negativas utilizando la técnica 
de sensidisco. En su estudio encontraron que los extractos 
obtenidos con etanol y hexano inhibieron fuertemente a la 
bacteria Klebsiella pneumoniae la cual es una bacteria Gram 
negativa y no mostró inhibición contra la bacteria Gram po-
sitiva Staphilococcus aureus. Manilal et al. (2011), evaluaron 
el efecto antimicrobiano de un extracto metanólico del alga 
roja Laurencia brandenii contra bacterias Gram positivas y 
Gram negativas, encontrando que la fracción con mayor acti-
vidad antimicrobiana contenía altos niveles de ácidos grasos, 
principalmente el ácido 9,12-octadecadienoico, seguido por 
el ácido hexadecanoico. 

De acuerdo a lo mencionado por Maximiliem et al., 
(1998); Kandhasamy y Arunachalam, (2008); y Nylund et al., 
(2008); el efecto antimicrobiano de los extractos de algas 
puede atribuirse a el contenido de compuestos fenolicos (eg. 
taninos, flavonoides, terpenos futranona y algunos ácidos 
grasos) presentes en los mismos. Estos compuestos ejercen 
su acción antimicrobiana de distintas formas: 1) dañanado 
las paredes celulares de la bacterias con lo que los organelos 
de la misma son liberados al exterior, 2) interrumpiendo las 
funciones normales de como el transprote de electrones y el 
transporte de nutrientes al interior de la célula, 3) Impidien-
do la síntesis de ácidos nucleicos y 4) afectando la actividad 
enzimatica en el interior de la célula (Bajpai et al., 2007).

Tabla 1. Contenido de proteína, cenizas, lípidos, humedad y fibra de la 
macroalga Gracilaria vermiculophylla.
Table 1. Protein, ash, lipids, moisture and fiber content of the macroalgae 
Gracilaria vermiculophylla.

COMPOSICIÓN VALOR PROMEDIO (%)

Proteína 34.08 ± 0.97

Cenizas 24.02 ± 0.08

Lípidos 0.49 ± 0.06

Humedad 9.95 ± 0.11

Fibra 28.92 ± 1.46

Cada valor es el resultados de tres repeticiones ± DE.

Por otro lado los valores encontrados de cenizas y 
lípidos en el presente estudio son similares a los encontrados 
por Wong y Cheung, (2000); para especies de algas rojas 
Hypnea charoides e Hypnea japónica. En su estudio estos in-
vestigadores encontraron valores de ceniza de 22.1 y 22.8 %, 
mientras la concentración de lípidos fueron de 1.42 y 1.48% 
para las mismas algas.

En la Tabla 2 se muestran los valores promedios obte-
nidos de la determinación del efecto inhibitorio de los dis-
tintos volúmenes utilizados (10, 30 y 50 µL) de los extractos 
obtenidos con acetona y metanol de la macroalga Gracilaria 
vermiculophylla sobre el crecimiento de la bacteria Vibrio 
parahaemolyticus. En la Tabla 1 se puede observar que la 
concentración de 50 µL de los dos extractos en el sensidisco 
presentaron los valores más altos de inhibición, sin embargo, 
el extracto metanólico mostró un halo de inhibición mayor 
comparado con el extracto de acetona. También se puede 
observar que al utilizar una concentración de 10 μL de los 
dos extractos no se observaron halos de inhibición. Muchos 
autores han reportado la presenica de metabolitos secunda-
rios en las algas que funcionan como antioxidantes y tiene un 
efecto antimicrobiano (Gonzales del Val et al., 2001; Ganesan 
et al., 2008; Plaza et al., 2009).

Tabla 2. Efecto antimicrobiano de los extractos crudos con acetona y 
metanol de la macroalga Gracilaria vermiculophylla sobre el crecimiento de 
la bacteria Vibrio parahaemolyticus.
Table 2. Antimicrobial effect from acetone and methanol crude extracts of 
the macroalgae Gracilaria vermiculophylla against growth of bacteria Vibrio 
parahaemolyticus.

Halo de inhibición (mm)

Volumen (μL) METANOL ACETONA

Control 10.00 ± 0.02 10.00 ± 0.03

10 0.00 c ± 0.00 0.00 c ± 0.00 

30 1.56 ab ± 0.02 1.80 b ± 0.17

50 3.24 a ± 1.23 3.17 a ± 0.55

Los valores son el promedio de tres repeticiones ± DE. Letras diferentes 
dentro de una misma columna indican diferencias estadísticamente signifi-
cativas (P ≤ 0.05).
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Estos metabolitos secundarios presentan una mayor 
solubilidad en solventes orgánicos polares, por lo que los 
sistemas más utilizados para la obtención de estos extractos 
de algas utilizan mezclas acuosas de metanol, acetona y 
etanol. Con estos sistemas de solventes polares es posible 
extraer dichos compuestos, los cuales se encuentra unidos 
a proteínas, azucares, ácidos orgánicos y sales (Gonzales del 
Val et al., 2001; Cox et al., 2010). 

CONCLUSIONES
Los resultados encontrados en el presente estudio 

mostraron que los extractos obtenidos con metanol y ace-
tona de la macroalga Gracilaria vermiculophylla contiene 
compuestos fenólicos (taninos y flavonoides) y/o terpenos 
capaces de inhibir el crecimiento de la bacteria Vibrio para-
haemolyticus utilizando la técnida del sensidisco.
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