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RESUMEN

El uso y abuso de farmacos convencionales para tratar diversas especies de hongos,
bacterias y otras algas de interés para los seres humano, ha generado creciente interés
biotecnologico entre los cultivos microalgales, pues muchas especies de algas han
resultado efectivas contra especies nocivas para la humanidad. Por este motivo, en la
presente investigacion, se proyectd evaluar la influencia de la irradiancia, fase y tipo
de cultivo sobre la produccion de compuestos antimicrobianos y antialgales por las
microalgas Chaetoceros calcitrans Takano y Dunaliella viridis Teodoresco, las
cuales fueron suministradas por el Banco de Germoplasma de microalgas del Instituto
Oceanogréafico de Venezuela. Las microalgas se cultivaron por duplicado durante 30
dias en medio f/2 Guillard. Los cultivos se realizaron de forma unialgal (Chatoceros
calcitrans y Dunaliella viridis) y bialgal (Chatoceros calcitrans + Dunaliella viridis)
en dos irradiancias (1000 y 10000 lux). Para determinar la productividad de biomasa,
se realizaron analisis de masa seca cada 48 horas hasta el final del ensayo. La cosecha
de la biomasa se realiz6 en la fase de crecimiento exponencial y estacionario. Los
extractos fueron obtenidos con etanol y éter de petrdleo, para finalmente probar su
actividad biolégica. La fraccién etandlica, unialgal y bialgal de C. calcitrans a 10.000
lux, cosechada en la fase estacionaria mostraron actividad antibacteriana leve—
moderada contra algunas cepas bacterianas (e.g., Bacillus cereus, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus); mientras que el extracto de éter de petroleo proveniente de la
biomasa de C. calcitrans proveniente de la fase estacionaria a 10.000 lux, sélo mostré
accion antibacteriana leve-moderada frente a E. coli; sin embargo, ninguno de los
extractos manifestaron actividad antimicética contra los hongos Rhizopus orizae y
Aspergillus niger. Todos los extracto evaluados expresaron diferencias significativas
(p>0,05) ante crecimiento de Chlorella vulgaris como organismo revelador, siendo 4,
5, 15 y 16 los que causaron la mayor inhibiciéon (59-80%) de esta microalga, con
respecto al control. Se observa que la mayoria de los estos extractos alguicidas
evaluados, provenian de las fracciones etandlicas, donde siempre estuvo presente C.
calcitrans, ya sea cultivada de forma unialgal o bialgal.

Vi



INTRODUCCION

Las microalgas son organismos fotosintéticos oxigénicos que poseen clorofila
a y otros pigmentos accesorios. Estas presentan una gran variedad morfologica
(unicelulares, filamentosas y coloniales), con tamafios que van desde el micrén hasta
la centena de micrones y habitan diversos medios acuéticos, tales como aguas
marinas, dulces, salobres, residuales o en el suelo, bajo un amplio rango de
temperaturas, pH y disponibilidad de nutrientes (ABALDE et al. 1995; SILVA et al.
2006; MITRA et al. 2012). De acuerdo con CANAVATE (2008), las algas microscépicas
se dividen en dos grupos, las procariotas (Cyanophyta) y las eucariotas
(Bacillariophyceae, Chlorophyceae, Chrysophyceae, Cryptophyceae, Rodophyceae,
Euglenophyceae, Haptophyceae y Phyrrophyceae, entre otras).

Ademas de la importancia ecoldgica que poseen las microalgas, por ser el
primer eslabdn en las cadenas troficas, tanto en los cuerpos de agua marina como
dulceacuicola, las mismas poseen un gran potencial como fuente de productos
quimicos, entre los que destacan: las vitaminas, minerales, carbohidratos, lipidos y
proteinas; por lo que son utilizadas en las industrias cosméticas, textiles, como
alternativa directa de alimentos, forraje, fertilizantes, combustibles, aunado a su uso
como biorremediadores o en el tratamiento de aguas residuales, y en la elaboracién de
medicamentos (PROSPERI 2000; SILVA et al. 2006; PARK et al. 2011; ROSALES et al.
2016).

En el campo de la medicina, las microalgas han venido tomando auge como
productoras de metabolitos bioactivos (PuLz & GRoss 2004; GOUVEIA et al. 2010;
NARANJO-BRICENO et al. 2010; ZePKA et al. 2010; RAPosO et al. 2013; RAMIREZ-
MERIDA et al. 2015; MAoO et al. 2017). Hasta la fecha se han logrado extraer e
identificar numerosos compuestos con actividad biologica a partir de diversas
especies de microalgas, en algunos casos con estructuras moleculares no encontradas
en otros organismos Yy con potentes efectos sobre el crecimiento de diversas especies
de hongos, bacterias y otras algas; de igual manera se han comprobado gque presentan

otras propiedades como: anticancerigenos, antioxidantes, antivirales, antitumorales,



antiinflamatorios, anticoagulantes, inmunosupresores, antiflngicas, bactericidas,
entre otros (MUNDT et al.2003; CoLLA et al. 2004; NURBY et al. 2009; RAPOSO et al.
2013; SENHORINHO et al. 2015).

Desde el punto de vista antimicrobiano se presenta una alarmante
problematica a nivel mundial, debido a la marcada tendencia de muchas cepas
bacterianas y flngicas a desarrollar resistencias frente a los antimicrobianos
comunmente empleados, constituyendo un serio problema al aplicar tratamientos
contra enfermedades infecciosas (WHICHARD et al. 2007; RAMIREZ & CASTARNO
2009). Una de las principales causas a dicha resistencia se debe al uso indiscriminado
de medicamentos (antibidticos), generalmente empleados en el tratamiento de
enfermedades causadas por microorganismos patdgenos, sin mencionar los efectos
secundarios indeseables de ciertos antibioticos. De modo que la aparicién de
infecciones anteriormente comunes, han dado lugar a investigaciones enfocadas en la
busqueda de nuevas sustancias antibidticas de diversas fuentes, especialmente en las
especies que integran la ficoflora acuatica (CoLLA et al. 2004; HERNANDEZ et al.
2008; NAVARRO et al. 2017).

Se conoce la existencia de datos que indican que, entre 1930 y 1940 es la
fecha de partida en la que se demostr6 la produccion de diversas sustancias
biolégicamente activas de algunas microalgas, siendo Chlorella vulgaris, la especie
mejor evaluada y de la cual se logro identificar un acido graso denominado chlorelina
con actividad antibacteriana (ORDOG et al. 2004). Desde entonces se han logrado
avances significativos en esta area de la biotecnologia. Dentro de los trabajos
existentes se mencionan los de ORDOG et al. (2004), quienes reportan la actividad
inhibitoria de diez extractos metandlicos correspondientes a los géneros de las
clorofitas Desmococcus, Chlorella y Scenedesmus contra diferentes cepas bacterianas
Gram + y Gram -, mostrando altos niveles de actividad en casi todas las microalgas.
Por su parte, CHuU et al. (2004) reportan la actividad antibidtica de extractos
etanolicos y acetonicos de dos especies de Chlorella, los cuales produjeron halos de

inhibicién de 2,4 mm de diametro.



GHASEMI et al. (2007) estudiaron sesenta cepas de microalgas, de las cuales
21 mostraron actividad antibacteriana contra al menos una bacteria Gram + o Gram -,
siendo 9 de ellas pertenecientes al género Chlorella. También se cuenta con la
experiencia de KEeELLAM & WALKER (2007), quienes evaluando la actividad
antibacteriana in vitro de 132 especies de microalgas, dentro de ellas Chlorella
stigmatophora, Chlorella vulgaris, Chlorella sp., Chroococcus dispersus y Nostoc
muscorum, encontraron actividad antibacteriana contra Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.

De igual manera, PEREZ (2007) evalud la actividad antimicrobiana de
extractos hexanicos, cloroférmicos y metanolicos de Oedogonium capillare sobre
ocho especies de bacterias, donde se observd un amplio espectro antibacteriano del
extracto hexanico en comparacion de los otros dos. Més tarde, ABEDIN et al. (2008),
reportan la actividad antibacteriana y antiflngica en extractos acetonicos y
metandlicos de dos clorofitas y dos cianobacterias, y ABHISHEK & KAUSHIK (2008)
describieron el efecto inhibitorio de un extracto metanolico de Spirullina platensis
sobre cuatro bacterias patdgenas.

En el mismo orden de ideas, Mo et al. (2009) lograron aislar de Scytonema
sp., un compuesto denominado Scytoscalarol, el cual resultd ser biolégicamente
activo contra Mycobacterium tuberculosis y Staphylococcus aureus. Mientras que,
Mo et al. (2010) comprobaron el efecto antibacteriano del alcaloide Fischambiguine
B, aislado de la cianobacteria Fischerrella ambigua, frente a tres especies bacterianas
(Mycobacterium smegmatis, M. tuberculosis y S. aureus).

Se ha informado que en diferentes especies de microalgas, bajo algunas
condiciones ecoldgicas estresantes como cambios bruscos en las condiciones
ambientales del medio, la competencia, la herbivoria y la densidad poblacional, entre
otras, favorece la produccion de metabolitos secundarios, los cuales son liberados a
su entorno, constituyendo una herramienta estratégica para su defensa en un medio

tan competitivo (BEN-AMOZT & AVRON 1983; MORALES et al. 2002; MORA et al.



2004; ORDOG et al. 2004; AMSLER 2008; HERNANDEZ et al. 2008; AVALOS & PEREZ-
URRIA 2009; GARCIA & PEREZ. 2009; POSTEN 2009).

Bajo condiciones controladas, algunas investigaciones han demostrado la
accion que ejercen las condiciones de cultivo y en especial la irradiancia sobre la
produccion de moléculas bioactivas en microalgas (MARTINEZ 2010; LozANO 2012).
Diversos trabajos han comprobado que la iluminacion influye en muchas
cianobacterias (Spirulina platensis, BALDIA et al. 1991; Pseudanabaena galeata,
Romo 1994 y Anabaena PCC7120, LORETO et al. 2003), observandose que muchas
de ellas crecen de manera Optima a irradiancias bajas e intermedias, con un mejor
aporte de metabolitos secundarios de diferentes naturalezas quimicas. Por su parte, en
el grupo de las clorofitas, GOrRDILLO et al. (1998) comprobaron el aumento de la
concentracion de pigmentos, proteinas y lipidos a bajas irradiancias en Dunaliella
viridis; muy contrario a éstos, se tiene que RUCKER et al. (1995) y PIROG et al. (2002)
encontraron que a altas irradiancias aumentan las concentraciones de carotenoides y
exopolisacaridos en cianobacterias.

Bajo este mismo enfoque, SCHAGERL & MULLER (2006) hallaron que niveles
bajos de exposicion luminica en cuatro cepas de cianobacterias provocaron aumento
del contenido de clorofila y carotenoides, y ROSALES et al. (2008) refieren el efecto
de tres irradiancias en cultivos discontinuos sobre el crecimiento y produccién de
metabolitos (carbohidratos, clorofila a, [B-caroteno, exopolisacaridos, lipidos,
proteinas y zeaxantina) de la cianobacteria marina Synechococcus sp.

En lo que concierne a la influencia de las fases de cultivos en la sintesis de
metabolitos secundarios, JAKI et al. (1999) y MIAN et al. (2003) reportan que en la
fase estacionaria, las microalgas suelen producir estos compuestos. De manera
contrastante, MORALES (2012) recalca que algunos extractos metanolicos en fase
exponencial y estacionaria no presentaron ninguna actividad antimicrobiana, salvo los
acuosos de Scenedesmus quadricauda cosechada en fase estacionaria ante una cepa

Gram negativa.



Con respecto a las microalgas utilizadas en esta investigacion, se tiene que
Chaetoceros calcitrans es una diatomea planctdnica, céntrica y cosmopolita, que
mide entre 6-8 micras en su eje apical, tiene 4 setas o0 espinas. Las condiciones de
cultivo son: temperatura entre 16 y 40°C, salinidades entre 28 y 40, con iluminacion
constante y fotoperiodo natural. Esta especie es ampliamente utilizada como alimento
en los primeros estadios larvarios de camarones peneidos y durante todo el ciclo de
vida de moluscos bivalvos (LOPEZ-ELIAS et al. 2004).

Con relacion a Dunaliella viridis, pertenece a clase Clorophyceae, es una
célula verde-amarillo, posee 2 flagelos moviles, de forma ovoide con el extremo
anterior agudo y el posterior redondo. Miden entre 9 y 11 micras de largo y 6 micras
de diametro. Es un alga eurihalina que crece a temperaturas de 16 a 28°C (TRAN et al.
2013). Esta especie se considera como un alimento adecuado para moluscos, algunos
peces de agua dulce y crustaceos.

En Venezuela, las microalgas representan un recurso natural subvalorado y
aun poco explotado desde el punto de vista cientifico e industrial. En los Gltimos afios
se han dado avances significativos en su cultivo y se han determinado diferentes usos
de las mismas. Estas se presentan hoy en dia como otra opcién alimentaria y
farmacoldgica, y pueden utilizarse como fuente de energia, biofertilizantes o en el
tratamiento de aguas residuales (TORRES 2012). Es evidente que a nivel nacional
existe un vacio en el conocimiento de estos organismos en el campo antimicrobiano,
con apenas el registro de ROSALES (2007), donde se evalud la actividad bioldgica de
extractos de la cianobacteria Nostoc LAUN 0015, en condiciones de laboratorio,
frente a cuatro cepas bacterianas. Particularmente, para el estado Sucre se cuenta con
los trabajos de BRAvVO (2019), quien comprobd la capacidad inhibitoria de
Chaetoceros calcitrans contra Vibrio parahaemolyticus, y el ROMERO (2019) donde
se destacan la quimica y actividad bioldgica de una cepa nativa de Spirulina subsalsa
cultivada en medio salino de bajo costo. Es por ello que en la presente investigacion
se pretende evaluar la influencia de tres parametros de cultivo (irradiancia, fase y tipo

de cultivo) sobre la produccion de compuestos con actividad antibacteriana,



antifungica y antialgal de las microalgas Chaetoceros calcitrans Takano y Dunaliella
viridis Teodoresco, como un aporte a los avances biotecnoldgicos en el pais.



OBJETIVOS
GENERAL
Evaluar la influencia de la irradiancia, fase y tipo de cultivo sobre la
produccién de compuestos antimicrobianos y antialgales por las microalgas
Chaetoceros calcitrans Takano y Dunaliella viridis Teodoresco.
ESPECIFICOS

Determinar la influencia de la irradiancia sobre la produccion de compuestos
antimicrobianos y antialgales por las microalgas C. calcitrans y D. viridis.

Relacionar la influencia del tipo de cultivo sobre la produccion de compuestos
antimicrobianos y antialgales por las microalgas en estudio.

Determinar la influencia de la fase de cultivo sobre la produccion de compuestos

antimicrobianos y antialgales por las microalgas C. calcitrans y D. viridis.



MATERIALES Y METODOS

1.-Cepas de las microalgas

Las microalgas utilizadas en esta investigacion fueron Chaetoceros calcitrans
y Dunaliella viridis. Estas cepas se mantienen en el Banco de Germoplasma de algas
de la Universidad de Oriente, Venezuela, con los cédigos BGAUDO-58 y BGAUDO-
21, respectivamente, bajo condiciones controladas de laboratorio (23 = 1 °C, 100
umol photons/ m% s, fotoperiodo de 12 horas luz: 12 horas oscuridad) en medio f/2
Guillard (GuILLARD 1975) a 37 UPS.

2.-Condiciones de cultivo

Las microalgas se cultivaron, axénicamente, por duplicado, durante 30 dias en
matraces con 1500 ml de medio f/2 Guillard (0,88 mmol/l de nitrégeno) a 23+1 °C,
pH de 7,8; fotoperiodo 12 horas luz: 12 horas oscuridad y con agitacion manual dos
veces al dia. Los cultivos se realizaron de forma unialgal (Chatoceros calcitrans sola,
Dunaliella viridis sola) y bialgal (Chatoceros calcitrans + Dunaliella viridis) en dos
irradiancias (1000 y 10000 lux).

3.- Parametros de crecimiento

La evaluacion de la densidad celular se realizd cada 48 horas, para lo cual se
tomaron muestras (1ml), por triplicado de cada tratamiento, y se fijaron con 50 pl de
una solucién de lugol al 10% para realizar el recuento celular por microscopia Optica,
utilizando un hematocitometro Neubaiier de 0,1mm de profundidad. Con los datos
obtenidos, se elaboraron las curvas de crecimiento y a partir de éstas se determinaron
las diferentes fases de crecimiento y se calcularon las tasas instantaneas de
crecimiento (K), de acuerdo con la siguiente ecuacion Yy siguiendo las
recomendaciones de MADIGAN et al. (1999).

K - log10X1—log10Xo
0,301.(t1—to)




Donde:

K= Tasa instantanea de crecimiento (div/dia).
t1, to = Tiempo final e inicial de cultivo en fase de crecimiento exponencial.
X1, Xo = Densidad celular final e inicial en fase de crecimiento exponencial.

4.- Productividad de biomasa

Para determinar la productividad de biomasa, se realizaron anélisis de masa
seca cada 48 horas hasta el final del ensayo mediante el sistema de filtracion
Millipore®©, para lo cual se filtraron 5 ml, por quintuplicado, de cada cultivo a través
de filtros de fibra de vidrio de 0,45 um de tamafio de poro, y posteriormente se
lavaron con 5 ml de formiato de amonio, 0,5 moles I"*(pH 7,5) y secados hasta masa
constante a 60 °C. Con los datos de masa seca, se procedid a determinar la
productividad de biomasa, mediante la siguiente ecuacién, segun HEMPEL et al.
(2012).
Productividad, P (mg de biomasa/l/dia)

P=biomasa final (mg/l) — biomasa inicial (mg/l) /Tiempo de cultivo

5.-Muestreos

Una vez realizadas las curvas de crecimiento y evidenciadas las diferentes
fases de crecimiento, se repitieron los cultivos bajo las mismas condiciones sefialadas
anteriormente. Cuando los cultivos alcanzaron la fase de crecimiento exponencial y
estacionario se procedié a cosechar el total de la biomasa, mediante la centrifugacion
a 4000 rpm/10 min. Las biomasas obtenidas se mantuvieron congeladas hasta la
preparacion de los diferentes extractos y evaluacion de la actividad antimicrobiana y

alguicida.

6.-Preparacion de los extractos
Las biomasas de las diferentes microalgas (10-15 g, aproximadamente) se sometieron

a extraccioén, separadamente, con dos solventes de diferentes polaridades (etanol y
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éter de petroleo). En cada solvente (50 ml), las biomasas se homogenizaron y se
dejaron reposar durante siete dias, para permitir la extraccion de los metabolitos
secundarios. A continuacion, se filtré el material de extraccion y el sobrenadante se
colocé en una estufa a 37 °C para eliminar el solvente, obteniéndose asi los diferentes

extractos de cada una de las biomasas (24 extractos).

7.- Pruebas de actividad antimicrobiana

Las pruebas de actividad antimicrobiana (actividad antibacteriana y
antifungica) se realizaron para cada extracto, por triplicado. El disefio consistié en
inocular cada organismo revelador, por separado, en placas de Petri que contenian el
respectivo agar. Seguidamente, se colocaron sobre cada placa discos de papel
Whatman N°3 de 10 mm de didmetro impregnados con las muestras a evaluar:
control negativo (solventes de extraccion), control positivo (antimicrobiano

comercial) y los 24 extractos. A continuacion, se dan detalles de cada prueba.

7.1. Actividad antibacteriana

El efecto antibacteriano de los diferentes extractos se evaluaron utilizando
como organismos reveladores las cepas Gram negativas (Escherichia coli ATCC
10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) y Gram positivas (Bacillus cereus
ATCC vy Staphylococcus aureus ATCC 6538), mediante la técnica de difusion en
agar o método del antibiograma, descrito por BAUER et al. (1966), en la cual discos
estériles de papel de filtro Whatman N°3 de 10 mm de didmetro se impregnaron con
25 pl del extracto en prueba (40 mg/ml), lo cual proporciona una concentracion final
de 1000 pg de extracto/disco. Seguidamente, estos discos se colocaron sobre placas
de Petri, previamente servidas con 12 ml de agar Mueller Hinton (HIMEDIA,
Laboratorios Pvt. Limted, Bombay-India) e inoculadas, utilizando un hisopo de
algodon estéril, con una suspension bacteriana de concentracién conocida (1 X
10%células/ml) estandarizada por comparacién con un patrén comercial McFarland

0,5. Posteriormente, las placas de Petri se preincubaron a 5 °C durante 12 horas para
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facilitar que el extracto difunda en el medio de cultivo y luego se incubaron a 37
+1°C por 24 horas, para permitir el crecimiento bacteriano. Los extractos que
contengan principios antibacterianos produciran un halo de inhibicién del crecimiento
bacteriano alrededor de los discos, el cual se medié mediante una regla graduada. En
cada caso se colocaron en las placas discos impregnados con éter de petroleo y etanol
(controles negativos) con la finalidad de descartar la posibilidad de que sean los

solventes los que estén produciendo el halo de inhibicion (AcosTAet al. 2011).

7.2- Actividad antifiingica

Para la actividad antifingica se utilizaron como organismos reveladores los
hongos fitopatdgenos: Aspergillus niger y Rhizopus orizae. El efecto antifingico de
los diferentes extractos se detectd segun la técnica descrita por MADUBUNYI1 (1995),
para lo cual, las especies de hongos se incubaron por un periodo de una semana a 37+
1°C, en tubos con Agar Papa Dextrosa (PDA) (PRONADIASA S. A. Hispanolab,
S.A., Madrid). Transcurrido este tiempo, se le afiadié a cada uno de los tubos 10 ml
de agua destilada estéril, y luego se agitaron vigorosamente para remover las esporas
y posteriormente se filtraron sobre gasa estéril. Las soluciones de conidios obtenidas
se inocularon sobre capsulas de Petri (1x10° conidios/ml), previamente servidas con
PDA, por medio de hisopos estériles.

Finalmente, discos de papel de filtro Whatman N° 3 de 10 mm de diametro
impregnados con 25 ml del extracto en prueba (40 mg/ml) se colocaron sobre las
placas inoculadas. Estas se incubaron durante 48 horas a 37 + 1°C. La actividad
antifangica se verifico midiendo el didmetro del halo de inhibicion (mm) producido
por los extractos que posean propiedades antifingicas, el cual se medié mediante una
regla graduada (AcosTA et al. 2011).

En cada caso se colocaron en las placas discos impregnados con éter de
petrdleo y etanol (controles negativos), con la finalidad de descartar la posibilidad de

que sea el solvente el que esté produciendo el halo de inhibicion.
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8.- Actividad antialgal o alguicida

El efecto antialgal o alguicida de los diferentes extractos se evalud utilizando
a la microalga de agua dulce Chlorella vulgaris como organismo revelador. Esta
especie se cultivd en 500 ml de medio Bristol (STARR & ZEIKUs 1987), utilizando
agua destilada estéril. Los cultivos se agitaron manualmente dos veces al dia y se
realizaron en una cadmara de crecimiento a 23 + 1°C y una irradiancia de 1000lux.

La evaluacion del efecto alguicida de cada extracto se efectu6 por triplicado
en tubos de ensayo que contenian 10 ml del cultivo de C. vulgaris en fase de
crecimiento exponencial y con una densidad 1 x10°cel/ml. Cada extracto se disolvi6
en Dimetilsulféxido (DMSO) y se probd a una concentracion de 300 pg de
extracto/ml de cultivo. Como control positivo se utilizé CuSO,4 (10 pg/ml), la cual es
el empleado comunmente como alguicida comercial (HELLIO et al. 2002). Como
control negativo se usé un ml de DMSO. Los cultivos experimentales y controles se
colocaron en la camara de crecimiento a las mismas condiciones sefialadas
anteriormente, durante 12 dias. Diariamente, los cultivos se agitaron manualmente y
se les determind los parametros de crecimiento, como se explico en el apartado 3. Los
valores de las tasas de crecimiento instantanea de cada cultivo permitieron evaluar el

efecto alguicida de los diferentes extractos.

9.- Andlisis de los resultados

Los datos de la actividad antibacteriana, antifungica y alguicida de los
diferentes extractos (24) se contrastaron, separadamente, a través de un analisis de
varianza de tres factores: irradiancia (1000 y 10000 lux), fase de cultivo (exponencial
y estacionario) y tipo de cultivo (Dunaliella viridis unialgal, C. calcitrans unialgal y
bialgal: D. viridis + C. calcitrans), siguiendo recomendaciones de SOKAL & ROLHF
(1995).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Parédmetros de crecimiento

En cultivos controlados la afectacion en el crecimiento inicial y/o a lo largo de
un determinado ensayo con microalgas, puede deberse a la accion sinérgica o
individual de diversos factores ambientales —e.g., la irradiancia, temperatura,
salinidad-, ademés de los cambios en las concentraciones de los diferentes
compuestos quimicos nutricionales que componen el medio de cultivo (RADMANN et
al. 2007; Xie et al. 2013; NAKANISHI & DEUCHI, 2014).

Los cultivos unialgales de las microalgas Chaetoceros calcitrans y Dunaliela
viridis, se iniciaron con una densidad celular de 100.000 cél/ml; no obstante, durante
las dos primeros dias del ensayo, se observo, en ambos cultivos, una disminucién en
las densidades iniciales (Figura 1y 2).

En la Figura 1 se evidencia que la densidad poblacional de Chaetoceros
calcitrans en ambas irradiancias disminuyé con respecto a la densidad inicial, siendo
esa disminucion de un 45% en los cultivos sometidos a irradiancia baja (1000 lux) y
51,8% para los expuestos a irradiancia alta (10000 lux). El cultivo unialgal de C.
calcitrans alcanzo la mayor densidad poblacional el dia 10 (2.500.000 cel/ml) cuando
se realiz6 a la mayor irradiancia.

Esta tendencia de disminucién de la densidad poblacional durante las
primeras 48 horas de cultivo fue similar para los cultivos unialgales de D. viridis,
expuestos a baja y alta irradiancia, cuyo descenso, con relacion a la densidad inicial,
fue de un 43,27% y 50%, respectivamente (Figura 2). La mayor densidad
poblacional de D. viridis fue de 1.480.214 cel/ml y se obtuvo en el dia 8 cuando se
cultivo a 10.000 lux.
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Figura 1. Curva de crecimiento de Chaetoceros calcitrans, cultivada de forma
unialgal a baja (1000 lux) y alta irradiancia (10000 lux).
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Figura 2. Curva de crecimiento de Dunaliella viridis, cultivada de forma bialgal a
baja (1000 lux) y alta irradiancia (10.000 lux).
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Con respecto a los cultivos bialgales (Chaetoceros calcitrans + Dunaliella
viridis) a baja (1000 lux) y alta irradiancia (10000 lux), en la Figura 3a y 3b se
observa, de forma similar a los cultivos unialgales, un decrecimiento de la densidad
poblacional durante las primeras 48 horas. Posteriormente, bajo estas condiciones de
cultivo, C. calcitrans aument6 su densidad poblacional hasta el 6to dia, para
mantenerse sin cambios hasta el final del ensayo (14 dias). En este tipo de cultivo, la
diatomea C. calcitrans también obtuvo su mayor densidad poblacional (1.725.000
cel/ml) a 10.000 lux (Figura 3b), pero al 6to dia y con valores inferiores a los
obtenidos en los cultivos unialgales (2.500.000 cel/ml; Figura 1).

La clorofita D. viridis al ser cultivada de forma bialgal tanto a 1000 lux como
a 10.000 lux, presentd un descenso en su densidad poblacional hasta el cuarto dia de
cultivo (figura 3a y 3b), situacién que no ocurrid en los cultivos unialgales (Figura 2).
Esta microalga, en los cultivos unialgales, alcanz6 densidades superiores a 1.000.000
cel/ml, pero cuando se cultivd simultdneamente con la diatomea C. calcitrans no

superd las 40.000 cel/ml (Figura 3a 'y 3b).
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Figura 3. Curvas de crecimiento de cultivos bialgales (Chaetoceros calcitrans +
Dunaliella viridis) a baja (1000 lux. a) y alta irradiancia (10000 lux. b).

La tasa instantanea de crecimiento (div/dia) y la productividad de biomasa
(mg de biomasa/l/dia) de Chaetoceros calcitrans en la fase de cultivo exponencial y

en las diferentes condiciones de cultivo se presenta en la Tabla 1. En esta microalga,
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la tasa instantdnea de crecimiento mostré diferencias significativas solo en la
irradiancia (p<0.05), alcanzando a 10.000 lux sus méximos valores (1.94-2.08
div/dia).

significativas tanto en los sistemas de cultivo (p<0.05), como en la irradiancias

La productividad de biomasa; sin embargo, presentd diferencias
evaluadas (p<0.05), siendo 10.000 lux y el sistema unialgal las condiciones que
produjeron los mayores valores de esta variable (438.462,5+2714 mg /l/dia).

Con respecto a Dunaliella viridis, las variables evaluadas mostraron
diferencias significativas (p<0.05), en ambos factores (irradiancia y sistema de
cultivo), alcanzando sus mayores valores en los sistemas unialgales y a 10.000 lux,

con cifras de 0,81+0.02 div/dia y 238.122,9+2011 mg de biomasa/l/dia (tabla 2).

Tabla 1. Tasa instantanea de crecimiento (K, div/dia) y productividad de biomasa (mg
de biomasa/l/dia) de Chaetoceros calcitrans cultivada a dos irradiancias (1000 y

10.000 lux) y en dos sistemas de cultivos (unialgal y bialgal)

C. calcitrans Unialgal Bialgal
Irradiancia (lux) 1000 10.000 1000 10.000
K (div/dia) 0,640,022 2,08+0,13" 0,850,05°% 1,9440,04"
Productividad de
biomasa (mg de
biomasa/l/dia) |225.000,0+5000 438.462,5+2714°| 141.257,7+1783° |311.285,5+1873°
D. viridis Unialgal Bialgal
Irradiancia (lux) 1000 10.000 1000 10.000
K (div/dia) 0,64+0.02° 0,81+0.02° 0,54+0.03° 0,71+0.04¢
Productividad de
biomasa (mg de
biomasa/l/dia) | 174.580,0+386° 238.122,9+2011° 1.813,2+ 44° 5.729,7+55°
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Tabla 2. Tasa instantanea de crecimiento (K, div/dia) y productividad de biomasa (mg
de biomasa/l/dia) de Dunaliella viridis cultivada a dos irradiancias (1000 y 10.000
lux) y en dos sistemas de cultivos (unialgal y bialgal)

Unialgal Bialgal
Irradiancia (lux) 1000 10.000 1000 10.000
K (div/dia) 0,64+0.02° 0,81+0.02° 0,54+0.03° 0,71+0.04¢
Productividad de
biomasa (mg de
biomasa/l/dia) 174.580,0+386% | 238.122,9+2011° | 1.813,2+44° | 5.729,7+55"

Los patrones de crecimiento observados en Chaetoceros calcitrans y
Dunaliella viridis son analogos a los referidos para otras especies de microalgas
sometidas condiciones de cultivo controlado. De esta forma, BRAvO (2017) para la
misma especie de diatomea, al igual que para dos cepas de C. muelleri, cultivadas en
ambientes controlados de laboratorio, bajo parametros similares a los del presente
estudio, observé durante las primeros dias de cultivo, una disminucion en las
densidades iniciales, lo cual estaria relacionado con los periodos de aclimatacién de
los microorganismos sobrevivientes a los nuevos medios de cultivos. Al respecto,
LUCERO & SIAVICHAY (2016) y GARCIA et al. (2017) indicaron que en la fase de
latencia, adaptacion o inicial el incremento de la densidad celular es poco, ya que es
una etapa donde de las células se aclimatan a las nuevas condiciones del medio. En
este periodo, muchas enzimas metabdlicas estan inactivas y las concentraciones de
materiales celulares caen a niveles que afectan a la division celular.

El crecimiento de Dunaliella viridis fue afectado cuando se cultivo de forma
mixta con Chaetoceros calcitrans, siendo sus parametros de crecimiento inferiores a
los observados en los cultivos unialgales. Este bajo crecimiento observado en D.
viridis puede deberse a un efecto alelopatico por parte de C. calcitrans. En estos
términos, varias postulaciones indican que la interaccion de dos especies de

microalgas puede promover alelopatia, dado que estan compitiendo por espacio,
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nutrientes, luz, entre otros factores (Pisma et al. 2001; PASSARGE et al. 2006;
LAMPERT & SOMMER 2007). En general, el fitoplancton de menor tamafio (como C.
calcitrans, de 4 a 7.5 um; D. viridis, de 4 a 12 um) es un mejor competidor ante la
deficiencia de recursos, ya que posee tasas de crecimiento mas altas (MARARON et al.
2001; CUVIN-ARALAR et al. 2004; KAGAMI & URABE 2011).

Estudios previos con otras especies de microalgas —e.g, Chlorella sorokiniana,
Dunaliella salina, Muriellopsis sp.- han demostrado que las mayores tasas de
crecimiento fueron registradas en los cultivos expuestos a mas de 10.000 lux, tal
como ocurrid en este bioensayo controlado. Lo que hace inferir que este pudiera ser el
principal factor que condicione la densidad y biomasa celular de las especies
estudiadas (GUEVARA et al. 2016; BASTARDO 2020; MeTsoVITI et al. 2020). Como ya
se ha demostrado, los aumentos en la intensidad de la luz aumentan el crecimiento de
las microalgas hasta un umbral fotoinhibidor, recalcando que este efecto puede varia
segun la especie (CHAVAN et al. 2014; CHIA et al. 2018).

Aunque en esta investigacion no se identificaron los compuestos producidos
por C. calcitrans y D. viridis, se ha demostrado en algunas especies de microalgas -
e.g., Ankistrodesmus falcatus, Chlorella sorokiniana y Spirulina platensis- la
tendencia de aumentar el contenido de carotenos totales a exposiciones luminicas
altas, lo que ha sido atribuido como un mecanismo ecofisiolégico fotoprotector
(KUMAR et al. 2011; GEORGE et al. 2014). También ha sido referido que durante esta
fase fotoprotectores se activa la sintesis de pigmentos accesorios, -e.g., xantofilas,
diadinoxantinas y diatoxantinas- los cuales participan en la prevencion de dafios al
aparato fotosintético cuando estd expuesto a elevadas irradiancias (BEN-AMOTZ &
AVRON 1982; BOROWITZKA et al. 1984; RAD et al. 2015; BASTARD02020 ).

Actividad antibacteriana
Se analizaron 24 extractos obtenidos a partir de los cultivos unialgales y
bialgales de las microalgas Chaetoceros calcitrans y Dunaliella viridis, encontrando

que solo tres de ellos mostraron actividad bioldgica, inhibiendo el crecimiento de las
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bacterias Gram positivas Bacillus cereus ATCC y Staphylococcus aureus ATCC
6538 y la bacteria Gram negativa Escherichia coli ATCC 10536, segun lo reflejado
en la Tabla 3. Llama la atencién que las fracciones que mostraron bioactividad
provienen de la fase estacionaria. Esta situacion es mostrada por varios autores,
quienes recalcan que en esta etapa del crecimiento, las microalgas producen y
acumulan metabolitos secundarios toxicos en el medio, como por ejemplo terpenos,
alcaloides y pigmentos, como una respuesta al agotamiento de nutrientes en el medio,
ya sea por competencia intra e interespecifica, lo que desencadena la produccion de
tales compuestos para eliminar la competencia entre poblaciones mas densas en el

cultivo (SETYANINGSIH et al. 2000; LAILATI 2007).

Tabla 3. Didmetros de los halos de inhibicion (mm) de los diferentes extractos contra
diferentes cepas bacterianas.

Chaetoceros calcitrans

Condiciones de cultivo Solvente | S. aureus | B. cereus E. coli

Unialgal (10.000 lux, Fase estacionaria) | Etanol 11+0,05 | 16+0,01 | 13+0,05

Bialgal (10.000 lux, Fase estacionaria) Etanol 18+0,03 | 20£0,06 -

Bialgal (10.000 lux, Fase estacionaria) Eter de - - 22 +0,08

petroleo

El extracto etandlico de la biomasa obtenida del cultivo unialgal de C.
calcitrans, cultivada a 10.000 lux de irradiancia y cosechada en fase estacionaria,
resultd positivo contra las cepas bacterianas Bacillus cereus, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, con halos de inhibicion de 16, 13 y 11 mm de diametro,
respectivamente (Tabla 3). Estos resultados coinciden con los reportados por
SUSHANTH & RAJASHEKHAR (2015), quienes mostraron la bioactividad ejercida por el
fraccion etanolica, al igual que la metandlica y hexanica de esta esta misma diatomea
contra B. subtilis, E. coli, S. aureus y Streptococcus pyogenes. Mientras que, WANG
et al. (2010) demostraron que Chaetoceros curvisetus contiene una porcion lipidica y
algunos é&cidos grasos que le confieren actividad antimicrobiana contra estas

bacterias. Otros estudios donde se han empleado diatomeas como agentes reveladores
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susceptibles a diferentes extractos microalgales, son los de Viso et al. (1987), quienes
evidenciaron la actividad antimicrobiana de Asterionella japonica contra
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteos y Sarcina sp.

Entre tanto que el extracto etandlico de la biomasa del cultivo bialgal (10.000
lux) en fase estacionaria, extraido bajo las mismas condiciones, s6lo inhibid el
desarrollo de las bacterias Gram positivas B. cereus (20 mm) y S. aureus (18 mm).
Por su parte, el extracto en éter de petréleo que se obtuvo de la biomasa del cultivo
bialgal (10.000 lux) fue activo s6lo contra E. coli, con un halo de inhibicion de 22
mm de didmetro (Tabla 3).

La bioactividad mostrada por los extractos etanodlicos de la biomasa de C.
calcitrans puede ser atribuida a la presencia de ciertos metabolitos secundarios como
carotenoides, glucolipidos, esteroles, acidos grasos y polifenoles, tal como lo infieren
varios autores (VOLKMAN et al. 1980; YONGMANITCHAI & WARD 1989). Estudios
recientes han permitido determinar que diferentes especies de diatomeas, incluyendo
al género Chaetoceros, producen una importante cantidad de 4&cidos grasos
(monoinsaturados y poliinsaturados), donde quedan incluidos los aceites esenciales
(LEBEAU & ROBERT 2003; PACHECO-VEGA et al. 2010; FUAD et al. 2015), y que sean
estos los responsables de la actividad antibacteriana de la cepa en estudio.

El espectro de actividad de los extractos evaluados se debe principalmente al
tipo de metabolitos secundarios y su concentracion presentes en cada uno de ellos.
Entre las principales vias como un antimicrobiano puede presentar actividad
antibacteriana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas tenemos la
capacidad de romper la membrana celular bacteriana. Aungue en el presente estudio,
no se caracterizd la naturaleza de los compuestos quimicos de C. calcitrans, por
referencia se sabe que los aceites esenciales presente en este grupo de diatomeas
marinas estan compuestos basicamente por terpenoides, siendo los sesquiterpenoides
y meroterpenoides los que se obtienen con mayor frecuencia (JYOTIRMAYEE et al.

2014), cuyo mecanismo de accidn esta ligado con el aumento en la permeabilidad de
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la membrana de las células bacterianas, lo que las haria méas susceptibles a la accidn
de estos compuestos (GRIFFIN 2000).

Asi mismo, otro grupo de compuestos de gran importancia identificados en
este grupo de microalgas son las saponinas, las cuales son glicidos que tienen la
capacidad de formar complejos con el colesterol presente en las membranas celulares
y producir grandes poros en las mismas, alterando la permeabilidad y morfologia de
las células microbianas. Al respecto, ARABSKI et al. (2009), sefiala que en las
bacterias Gram negativas cuyas paredes celulares estdn cubiertas en un 90% por
lipopolisacéridos, estos metabolitos secundarios tienen la capacidad de interactuar
con el lipido A, aumentado significativamente la permeabilidad de la pared celular
bacteriana. También se han aislados varios compuestos fenolicos como las quinonas,
cumarinas y flavonoides, cuya actividad antibacteriana se ha asociado con la
inhibicion enzimatica, incremento de la permeabilidad y rompimiento de membrana
celular, entre otros mecanismos (SALEEM et al. 2010; AMARO et al. 2011). De igual
manera, se ha comprobado la presencia de alcaloides en diatomeas, compuestos
relacionados con la inhibicion del crecimiento de microrganismos patdégenos, debido
a su capacidad de detener la sintesis de proteinas, inducir la apoptosis e inhibir las
enzimas responsables en el metabolismo de carbohidratos (SEPULVEDA-JIMENEZ et al.
2003).

Cabe destacar que la actividad antibacteriana observada en los extractos
etandlicos y de éter de petrdleo de C. calcitrans, puede deberse a un efecto sinérgico
entre los distintos compuestos y no a uno en particular, y que ademas puedan estar
relacionada a la presencia de mas de un compuesto activo y la concentracién de éstos
en cada extracto, tal como lo recalca en su estudio NAJERA et al. (2018) utilizando las
diatomeas Asterionella japonica y Biddulphia mobiliensis.

Aunque en el presente ensayo, la especie Dunaliella viridis no manifestd
actividad antibacteriana con los extractos unialgales, se ha determinado que en otras
especies como D. primolecta se han purificado algunos componentes antibiéticos con

propiedades inhibitoria en el crecimiento de las bacterias S. aureus, B. subtilis, B.
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cereus y Enterobacter aerogenes (CHANG et al. 1993); al igual que lo manifesto la
fraccion empleada de D. tertiolecta para E. coli y S. aureus (BECKER 1994) y D.
salina, los expresd contra E. coli, S. aureus, Listonella anguillarum, Lactococcus

garvieae y varias especies de Vibrio (HERRERO et al. 2006).

Actividad antifingica

Los extractos obtenidos a partir de los cultivos unialgales y bialgales de las
microalgas Chaetoceros calcitrans y Dunaliella viridis, no evidenciaron ninguna
actividad antifungica frente a los hongos fitopatdgenos: Rhizopus orizae y Aspergillus
niger. Probablemente, tales resultados pudieran estar vinculados con la dosis
suministrada, la cual puede ser muy baja y no estar en el espectro idéneo para mostrar
efecto inhibitorio en el crecimiento de estas especies blanco. Otro aspecto clave que
se debe tomar en consideracion es la naturaleza de las pared celular que presentan
estas especies, la cual invariablemente de la taxa esta constituida principalmente de
polisacaridos como quitina, celulosa, glucanos y mananos, que constituyen el 90 %
del peso seco de los hongos y el 10 % restante por proteinas, macromoléculas que
pudieran ser una barrera biol6gicamente activa contra los metabolitos secundarios
que pudieran estar presentes en los solventes utilizados en este estudio. También se
ha sefialado que la resistencia utilizada por los hongos es importante hacer referencia
a la sobreproduccion de blancos enzimaticos, la implementacién de vias metabodlicas
alternas y la produccion de bombas de flujo externo que expulsan los medicamentos
al espacio extracelular (SEVILLA et al. 1998; MARR et al. 2002; GAVALDA & Ruiz
2003).

Actividad antialgal o alguicida

El crecimiento del organismo revelador (Chlorella wvulgaris) mostro
diferencias significativas (p<0.05) en todos los extractos evaluados (Figura 4). La
mayor inhibicion de esta microalga (con respecto al control) estuvo entre 59-80%,

ocasionada por los extractos 4, 5, 15y 16 (Ver leyenda en Figura 4). Por otra parte, se
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observo que ciertos extractos: 6, 9 y 19 (Ver leyenda en Figura 4) propiciaron el
crecimiento de C. vulgaris entre un 27-36%, con respecto al control. Se observa que
en estos extractos (la mayoria etandlicos) siempre estuvo presente C. calcitrans, ya
sea cultivada de forma unialgal o bialgal.

Es importante acotar que el control del crecimiento masivo de microalgas que
ocasionan severos dafios ambientales y de salud es de suma importancia. Diversas
estrategias, entre las que destacan métodos quimicos (sulfato de cobre, hipoclorito de
sodio, cloruro de potasio), fisicos (filtros, radiaciones) y bioldgicos (peces herbivoros,
algas y microorganismos) han sido propuestas para controlar o mitigar esta
problematica (LE JEUNE et al. 2006; PARADA & IQuizg, 2020; WINNICKI et al. 2021).
Sin embargo, estas estrategias no han resultado tan efectivas debido a la toxicidad no
selectiva, altos costos y baja eficiencia (WINNICKI et al. 2021). Es por ello que
extractos provenientes de microalgas, podrian coadyuvar con la solucion de esta
problematica, dado que tendria menos efectos toxicos para los sistemas bioldgicos y

la salud humana.
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Figura 4. Tasa de crecimiento instantanea de los cultivos de Chlorella vulgaris

expuestos a los diferentes extractos evaluados (300 pg de extracto/ml de cultivo).

1- Extracto etanélico de biomasa de Dunaliella viridis cultivada de forma unialgal a 1000 lux y cosechada en fase estacionaria,
2.-Extracto etandlico de biomasa del cultivo bialgal cultivada a 10.000 lux y cosechada en fase estacionaria,3.- Extracto
etanolico de biomasa de Dunaliella viridis cultivada de forma unialgal a 10.000 lux y cosechada en fase estacionaria,4.-
Extracto etandlico de biomasa de Chaetoceros calcitrans cultivada de forma unialgal a 1000 lux y cosechada en fase
estacionaria, 5.- Extracto etanélico de biomasa de Chaetoceros calcitrans cultivada de forma unialgal a 10.000 lux y cosechada
en fase estacionaria,6.-Extracto etandlico de biomasa del cultivo bialgal cultivada a 10.000 lux y cosechada en fase
exponencial,7.- Extracto etanélico de biomasa de Dunaliella viridis cultivada de forma unialgal a 10.000 lux y cosechada en
fase exponencial,8.- Extracto etanélico de biomasa de Dunaliella viridis cultivada de forma unialgal a 1.000 lux y cosechada en
fase exponencial, 9.- Extracto etandlico de biomasa de Chaetoceros calcitrans cultivada de forma unialgal a 1.000 lux y
cosechada en fase exponencial, 10.- Extracto etandlico de biomasa de Chaetoceros calcitrans cultivada de forma unialgal a
10.000 lux y cosechada en fase exponencial, 11.- Extracto en éter de biomasa de Dunaliella viridis cultivada de forma unialgal
a 1.000 lux y cosechada en fase estacionaria, 12.-Extracto en éter de biomasa del cultivo bialgal cultivada a 1.000 lux y
cosechada en fase estacionaria, 13.- Extracto en éter de biomasa de Dunaliella viridis cultivada de forma unialgal a 10.000 lux
y cosechada en fase estacionaria,14.-Extracto en éter de biomasa de Chaetoceros calcitrans cultivada de forma unialgal a 1.000
lux y cosechada en fase estacionaria,15. Extracto en éter de biomasa de Chaetoceros calcitrans cultivada de forma unialgal a
10.000 lux y cosechada en fase estacionaria, 16.-Extracto en éter de biomasa del cultivo bialgal cultivada a 1.000 lux y
cosechada en fase exponencial,17.-Extracto en éter de biomasa de Dunaliella viridis cultivada de forma unialgal a 10.000 lux y
cosechada en fase exponencial, 18.-Extracto en éter de biomasa de Dunaliella viridis cultivada de forma unialgal a 1.000 lux y
cosechada en fase exponencial, 19.- Extracto en éter de biomasa de Chaetoceros calcitrans cultivada de forma unialgal a 1.000
lux y cosechada en fase exponencial, 20.-Extracto en éter de biomasa de Chaetoceros calcitrans cultivada de forma unialgal a
10.000 lux y cosechada en fase exponencial, 21.-Extracto en éter de biomasa del cultivo bialgal cultivada a 10.000 lux y
cosechada en fase estacionaria,22.-Extracto en éter de biomasa del cultivo bialgal cultivada a 10.000 lux y cosechada en fase
exponencial, 23.-Extracto etanolico de biomasa del cultivo bialgal cultivada a 1.000 lux y cosechada en fase estacionaria, 24.-
Extracto etanolico de biomasa del cultivo bialgal cultivada a 1.000 lux y cosechada en fase exponencial.

Extractos con efectos alguicidas, como los encontrados en esta investigacion con la
microalga Chaetoceros calcitrans, han sido referidos en otras microalgas. Al
respecto, IKAWA et al. (199, 2004) informaron que el crecimiento de Chlorella
pyrenoidosa fue inhibido por fracciones que contienen acidos grasos de Microcystis
aeruginosa. CHIANG et al. (2004) refirié que Botryococcus braunii posee compuestos
quimicos, tales como acidos grasos que limitan el crecimiento de otras microalgas. El
uso novedoso de Chaetoceros calcitrans, revela la necesidad de seguir ahondando en
este singular campo, tanto en otras especies del género como en otros generos

microalgales, pues es poca la documentacion de referencia que se tiene.



26

CONCLUSIONES

Los extractos etanolico, unialgales y bialgales de C. calcitrans a 10.000 lux y
cosechados en la fase estacionaria mostraron actividad antibacteriana leve—moderada
contra algunas cepas bacterianas en este ensayo; mientras que el extracto de Eter de
petréleo proveniente de la biomasa de C. calcitrans cosechada en la fase estacionaria
a10.000 lux, sélo mostré accion antibacteriana leve-moderada frente a E. coli.

Las fracciones etandlicas y de éter de petréleo obtenidss a partir de los
cultivos unialgales y bialgales de las microalgas Chaetoceros calcitrans y Dunaliella
viridis, no mostraron actividad antifungica contra los hongos fitopatégenos Rhizopus
orizae y Aspergillus niger.

Todos los extractos evaluados mostraron diferencias significativas ante
crecimiento de Chlorella vulgaris como organismo revelador, siendo 4, 5, 15y 16 los
que causaron la mayor inhibicién de esta microalga (con respecto al control). Por otra
parte, se observé que ciertos extractos: 6, 9 y 19 propiciaron el crecimiento de C.
vulgaris entre un 27-36%, con respecto al control. Se observa que en estos extractos
(la mayoria etanolicos) siempre estuvo presente C. calcitrans, ya sea cultivada de

forma unialgal o bialgal.
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RECOMENDACIONES

Modificar los pardmetros fisico-quimicos del medio de cultivo, que puedan
inducir a la formacion de nuevos metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana y antialgal.

Caracterizar e identificar los compuesto que posean actividad antibacteriana,
mediante técnicas como la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) o
cromatografia de gases, ademéas de realizar estudios que permitan elucidar el
mecanismo de accidén y toxicidad del compuesto de interés.

Utilizar nuevas dosis y concentraciones que pudieran reflejar otra idea de la
naturaleza inhibidora de los extractos evaluados.

Probar la actividad antibacteriana contra otros microorganismos patdgenos,

para conocer el espectro de inhibicion de los compuestos producidos.
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