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Resumen

La finalidad de este estudio fue evaluar la productividad del agar-agar obtenido a nivel de laboratorio de
dos especies de algas rojas del gén@racilaria provenientes de la costa Caribe de Colomi@a (
cylindrica y G. mammillari§. La productividad del medio de cultivo elaborado con base agar - agar se
determiné utilizando el método ecométrico con 20 especies bacterianas diferentes. Los valores del indice
de crecimiento absoluto (ICA) e indice de crecimiento relativo (ICR) obtenidos mostraron que el agar
baseGracilaria mammillaris y Gracilaria cylindricason igualmente productivos, con lo cual se demuestra
gue ambas especies se pueden utilizar en la produccién de agar
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Abstract

The purpose of this study was to evaluate the productivity on agar-agar of two species of red algae of the
generaGracilaria belonging from the Colombiam Caribean codst ¢ylindrica and G. mammillari3

obtained in laboratory. Productivity of culture media elaborated with base agar - agar was determined
using the ecometric method with 20 different bacterial species. Results obtained from ICA and ICR
showed that agar extracted fra@racilaria cylindrica and Gracillaria mammillarisare equally productive,

this shows that both species can be used for agar production. For better results, it is still necessary to
optimize extraction processes and purification of agar in both species of algae.

Key words: agar, marine alga&sracilaria cylindrica, Gracilaria mammillaris.
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INTRODUCCION ces se ha convertido en el uso mas comun
para el mismo (Freile-Pelegrat al, 1995).

El agar es un polisacéarido constituido de

agarosa y agaropectina que se extrae de 18&cyalmente la totalidad del agar para uso
paredes de las alg&hodophytaSe deno-  icrobioldgico que se consume en Colom-
minan algas rojas a los miembros del filo pi5 se importa de otros paises como Estados
Rodophyta un grupo de algas con mas deypjgos, Chile y Portugal. En cuanto a la di-
4000 especies agrupadas en 650 génerogersidad de algas disponible en el Caribe
Las algas rojas se caracterizan por teneggjombiano, tanto en la zona costera como
pigmentos ficobilinicos que les confieren o |as zonas oceanicas se dice que actual-
el color rojizo (ficoeritrina y ficocianina), mente existen 565 especies de algas (16 ver-
y que enmascaran el color de las ClorOf”aS-de-azuIadas, 165 verdes, 70 pardas y 314

La mayoria de las especies crecen cerca dﬁ)jas) (Diaz-Pulido y Diaz-Ruiz, 2003).
las costas tropicales y subtropicales deba-

jo de la linea intermareal (Freile-Pelegrin

. El analisis ecométrico establece la eficien-
et al., 1995; Cognettet al, 2001).

cia con la cual un medio de cultivo sirve
) para recuperar una cepa, mediante la com-
La demanda de algas especialmente para |6aracic’)n que se realiza entre el medio a
elaboracion de algunos ficocoloides impor- ayajuar y un medio control. Esta técnica
tantes (alginatos, agar, carragenano) ha cresyajga tanto la sensibilidad de los medios
cido con rapidez en los ultimos diez afios.5 |5 colonizacién por los microorganismos
Este desarrollo no muestra sefiales de dispyscados (productividad) como también la
minucion debido al potencial de las algas egistencia a la colonizacion por las cepas
como fuente directa de proteina, productosyye interfieren (selectividad). Un parametro
farmacéuticos y la demanda de gomas Ve para interpretar los resultados ecomé-
getales que sera el factor que mas influirdyicos es el indice de crecimiento absoluto
en la _explotacién futura (_1e los recursos(|ca). Este denota el Gltimo sector de la
mundiales de algas marinas (McHuUgh, yaca en el cual ha habido un crecimiento
2002). significativo. Otro parametro es el indice
de crecimiento relativo (ICR) que relacio-
El agar es utilizado principalmente como pa los valores de ICA del medio a evaluar

base para los medios de cultivo microbio-con el ICA del medio control (Mossel,
l6gicos, aunque también tiene muchas apli-2003).

caciones en la industria alimenticia y

farmaceutica a nivel mundial (Kirk, 1998). g objetivo de este trabajo fue evaluar la
La idea de utilizar el agar como soporte deproquctividad de un medio de cultivo pre-
medio de cultivo bacteriano solido, fue parado con agar obtenido de algas marinas

concebida por la alemana Frau Fannygracilaria mamillaris y Gracilaria cylin-
Eilshemius Hesse en 1881. El descubri-gica se plantearon dos hipétesis, en la

miento fue dado a conocer a Robert KOChvprimera se propuso que no debia existir di-

quien empleo esta sustancia como mediGgrencia de proporciones de cepas con re-
de cultivo en sus famosos experimentosg,jtados de ICA alta y medianamente
sobre el bacilo de la tuberculosis. En sup qqyctivos entre los medios prueba vy los
nota preliminar acerca de dicho microor- megios control y la segunda hipétesis plan-
ganismo, publicada en 1882, Koch anun-ie4 que los medios prueba con resultado de

ci6 el agar como un nuevo medio s6lido|cRr=1, tienen una capacidad de recupera-
para cultivo microbiologico. Desde enton- isn de cepas superior al 80%.
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MATERIALES Y METODOS Microorganismos

Algas rojas Se utilizaron 20 especies bacterianas como
microorganismos referentes para los anali-

La colecta de las algas se realizo, en el sitigjs ge productividad por el método ecomé-
denominado “Punta La Loma”, municipio tyjcq:

de Santa Marta, departamento de Magda-
lena - Colombia, Coordenadas geogrélficas‘_%omlete||a bronchisepticl MDM-PUJ

11°07"34" N, 74° 14’ 00" W, en un arrecife 39 citrobacter freundiCMDM-PUJ 044
coralino fésil, con restos de moluscos y rai-g tarobacter aglomeran€MDM-PUJ
ces de mangle litificadas. Se realizaron me(35 Egcherichia coliCMDM-PUJ 034
diciones de salinidad, temperatura Y |apsiella pneumonia€MDM-PUJ 041

oxigeno. Los parametros medidos en elMorganeIIa morganiiCMDM-PUJ 052
agua fueron temperatura (26,8° C), salinidads igencia stuartiCMDM-PUJ 053

(38,0 ups), pH (7.0 unidades) y oxigeno (7.5p56,domonas aeruginosaMDM-PUJ
ml/l). Luego se procedid a la clasificacion 054, Pseudomonas aeruginoaMDM-
taxonémica de las algas colectadas medianp, 055 Salmonella cholerasuiEMDM-
te morfometria, por parte del bi6logo mari- | ; 074 Salmonella paratiphy A

no Ricardo Alvarez Leén, y luego fueron CMDM-PUJ 009 Salmonella paratiphy B
comparadas y confirmadas con la COIeCCié”CMDM-PUJ 009A, Salmonella typhi

de algas del Instituto de InvestigacionesCMDM_PUJ 045 Salmonella typhimurium
Marinas y Costeras “José Vives D’Andreis” CMDM-PUJ 031 Shigella flexnerCMDM-
INVEMAR, Universidad de Bogota Jorge PUJ 005 Shigella disenteria€MDM-PUJ
Tadeo Lozano — seccional Caribe y la €0-0pp, Staphylococcus epidermid@VIDM-
lecciéon de algas del profesor German Bulap, 5 058, Streptococcus agalactiae
Meyer (q.p.d.) en la Uni\!ersidad d_el, Mag- CMDM-PUJ 043 Streptococcus mutans
da}lgna, en donde aqemas se reahzc.).un deCMDM-PUJ 022 yStreptococcus pyogenes
posito de las especies de algas Ut'“zada%MDM-PUJ 079.Streptococcus pneumo-
en este gstudio. Las especies.esc.ogidas fu‘?ﬂae CMDM-PUJ 024, fue utilizado como
ron cIa_S|f|cadas com®. mamillaris y G. microorganismo interferentdodas las ce-
cylindrica. pas fueron obtenidas en la Coleccién de
Microorganismos del Departamento de
Agar Microbiologia de la Pontificia Universidad
Javeriana en Bogota, DC; (CMDM - PUJ).
El agar empleado en este estudio fue obte€omo microorganismos referentes se selec-
nido a partir de un proceso de extraccioncionaron bacterias de crecimiento rapido,
acido basado en la decoloracién previa dgpoco exigentes en sus requerimientos
las algas con hipoclorito de sodio 3%. Lasnutricionales y de facil desarrollo en me-
algas decoloradas y lavadas fueron cocinadios de cultivo simple. Como microor-
das en agua (8,333 ml/g alga) por un tiem-ganismo interferente se selecciond un
po de 6 horas, en la extracciébn se emplednicroorganismo de crecimiento exigente,
vinagre como coadyuvante en una propor-incapaz de desarrollarse en medios de cul-
cién de 10 g de vinagre por cada 1000 g deivo simples.
alga a cocinar. El extracto liquido obteni-
do fue congelado y descongelado, y final-Con el fin de asegurar la viabilidad de las
mente secado en bandejas a 70 °C (Coellajistintas especies bacterianas y determinar
2004). la fase exponencial de cada una de ellas, se
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realizaron curvas de crecimiento por tripli- agar aportaba nutrientes a los microorga-
cado en caldo BHI. Los cultivos iniciales de nismos.
cada una de las especies se incubaron por 18
horas a 37°C en agar McConkey para las, . .
; 9 yp SMétodo ecométrico
enterobacterias y en agar sangre para los

cocos Gram positivos y pa bronchisep- | 5 seleccion del método ecométrico se rea-
tica. El inéculo se prepar6 con 2 ml de la|izg teniendo en cuenta la comparacion con
suspension de la respectiva bacteria en sstros como: Miles-Misra, y el de estrias

lucién salina 0,85% (p/v) llevada al tubo n° (Michanie, 1992). Segln Kornackt al

1 de la escala de Mc Farland y 18 ml de(2003), entre las ventajas del método eco-
caldo BHI (infusion cerebro corazén), y se métrico se destacan la facilidad y rapidez en
incubd por 12 horas a 37°C a 150 rpm. Pargy ejecucion de la prueba, la eficiencia para
la fermentacion discontinua, se mezcld elgyalyar varios lotes de medios de cultivo y
anterior inéculo con 180 ml de BHI estéril g| yso de un inéculo estandarizado en don-

(10% del volumen total del in6culo) y se de se garantiza la misma cantidad de micro-
mantuvo durante 24 horas en las mismagyganismo en todas las siembras.

condiciones del indculo (37°C a 150 rpm).
Se realizaron muestreos cada dos horas pa

, 1aa % evaluacion de la productividad del me-
realizar las curvas de crecimiento.

dio de cultivo se realiz6 a través del anali-
_ N ) sis del método ecométrico (Mossel, 2003)
El medio nutritivo para las pruebas micro- g cyal se procesé por triplicado para cada
biolégicas se prepar6 segun el protocoloyng de las especies bacterianas.
PNT-ME-010 y la composicion final del

medio fue: peptona 5 gll, ex_tracto de leva-ge ingculs el medio de prueba (agar nutri-
dura 5 g/L y cloruro de sodio 5 g/L. Para 4 con agar bas&. mammillaris y G.
los diferentes procedimientos del memdocylindrica respectivamente) y dos contro-

ecométrico se utiliz6 agar bacteriol6gico g comerciales (control 1y control 2)
de dos casas comerciales diferentes y agar

bacteriolégico obtenido d€. cylindricay

o Por medio de este método se evalué la efi-
G. mammillaris

ciencia con la cual el medio de cultivo
sirve para recuperar los diferentes microor-
ganismos, mediante la comparacion que se

Con el agar-agar extraido de las algas roja§ealiza entre un _micro_organismo referente
colombianas, se realizaron diferentes conY Un microorganismo interferente. En este

centraciones (g/l): 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4 0estudio el microorganismo interferente fue
y 5,0% (p/v), se hidrataron durante 1 horaS: Pneumoniaey los referentes fueron los
en agua tibia, y se dejaron a fuego Ient020 restantes mencionados anteriormente.

hasta alcanzar su ebullicion. Posteriormente

se hicieron pruebas de gelificacion para delUn parametro util para interpretar los resul-
terminar la concentracién ideal o de mayortados es el indice de crecimiento absoluto

consistencia. (ICA), el cual se calculé para determinar la
productividad de los medios. La interpre-
tacion de este indice se fundamenta en la
siguiente clasificacion: ICA menor a 2,5
El agar-agar sin adicién de nutrientes fue(bajamente productivo), ICA entre 2,5-4,0
inoculado conS. epidermidis, E. coli y B. (medianamente productivo) e ICA mayor a
bronchisepticacon el fin de verificar si el 4,0 (altamente productivo). Medios con

Concentracion de agar-agar

Pruebas microbiologicas
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ICA menor a 2,5 no deben utilizarse, ni sa-dios que so6lo contenian agar y a los cuales

lir al mercado. no se les adiciond ningun tipo de nutrientes.
Esto demuestra que el agar-agar producido

Los valores de ICA obtenidos se expresano contiene nutrientes que favorezcan el

ron como indice de crecimiento relativo crecimiento de las bacterias.

(ICR), para comparar el medio prueba con

un medio de referencia, en este caso coMétodo ecométrico

los dos controles comerciales. Este se ob-

tuvo con la férmula; ICR = ICA prueba/ Los resultados obtenidos mediante el

ICA control. Interpretando el ICR>1 como Meétodo ecométrico permitieron evaluar

resultado altamente favorable para el meJoS medios elaborados con agar@ecylin-
dio prueba. drica y G. mammillarisy compararlos con

los medios preparados con agares comer-

ciales. Los valores de ICA e ICR (valores

no mostrados) permitieron clasificar los

Con el fin de probar si existian diferencias microorganismos en productividad baja,

en la proporcién de productividad (ICA e media o alta (tabla 1).

ICR) se realiz6 una prueba de hipétesis para

la proporcién a un nivel de significancia La tabla 2 muestra la proporcion de mi-

del 5%, y para determinar la capacidad quecroorganismos con resultados de alta y me-

tiene el medio prueba de recuperar cepasgiana productividad para los medios

se probé la hipotesis de: preparados con agares de las dos especies
de algasG. cylindricay G. mammillarisy

Ho = La proporcion de cepas con ICR ma-los controles comerciales (1 y 2). Estos re-

yor o igual a 1 es mayor o igual a 80%. sultados no evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas (tabla 3).

H1 = la proporcién de cepas con ICR ma-

Anadlisis estadistico

yor o igual a 1 es mayor a 80%. Con respecto a la comparacion de la pro-
porcion de cepas recuperadas por el me-
RESULTADOS dio deG. cylindricay con los controles 1
y 2 (ICR =1), no se observé diferencia
Concentracion de agar-agar estadisticamente significativa en ambos

o casos (p = 0,90) y (p = 0,69) respectivamen-
Los resultados de los ensayos preliminarege En cuanto a la proporcion de cepas re-
demostraron que las mejores consistenciag;‘uperadaS por el medio @& mammillaris
fueron las concentraciones de 5,0, 4,5 Ycon respecto a los controles 1y 2 (ICR =1)
4,0%; debido a que los resultados obtenitampoco se observé diferencia significati-
dos fueron muy similares, se tomé la menor5 (p= 0,99) y (p=0,32) respectivamente.

concentracion (4,0%) para un mejor apro-| o5 resultados se muestran en la tabla 4.
vechamiento del agar. El aspecto del agar

en todas las concentraciones fue transpap,5cysioN
rente y sin precipitados, obteniéndose re-

sultados igualmente satisfactorios. La concentracién 6ptima de agar-agar para
lograr la gelificacion de los medios de cul-
Pruebas microbiolégicas tivo en este estudio fue alta (4%) compara-

] o ) ~da con la concentracién de los agares
No se observé crecimiento @& epidermi-  comerciales 1,5%. A este respecto podemos
dis, E. coli y B. bronchisepticen los me-  gecir que es influenciada por el método de
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Tabla 1

Productividad de los microorganismos referentes d&.mammillaris, G. cilindrica,
control 1 y control 2

Microorganismos Referentes
Productividad | . mammillarix (v, eylindrica Control 1 Control 2
Baja B. bronchiseptica | B. bronchizeptica | B. bronchisepiica | P. stuartii
8. cholerasuis 5. paratiphy A S, nphimurivm | 5. cholerasuis
5. enteritidis 8. flexneri B2 S flexmeri B42
5 cholerasiis B. branchiseptica
Media E. apglomerans E. aglomerans E. aglomerans £ aglomerans
K. pnenmaoniae K. pnewmaniae K. preumaoniae K. pnenmoniae
P sbuwariil M. morganii P, stuarin P. aerwginosa
CMDM-PUJ 054
P, aerugingsa P. stuariii C, freundii &, paratiphy A
CMDM-PLIJ 054
& paratiphy A P aeruginosa 8. paratiply A 5 paratiphy B
CMDM-PUJ 054
& parvatiphy 8 5 paratiphy B 8. paratiphy B 5 tvphi
5. hyphi 5. typhi & typdi & typhinuerium
& niphinrinm 5. tvphimurium & disenteriae 8. epidermidis
ASASC
& Nexneri 842 & flecneri B42 8 agalactioe 8 agalactioe
8. epidermidis 5. agalactiae S mutans 5. miutans
& agalactioe 5 progenes 8. pvogenes 5 progenes
5. mutans E. cofli C. freundii
& prvagenes E. coli
C. freundii C. freundii P. aeruginosa M. morganii
Alta CMDM-PUJ 054
E. coli E. coli M. morganii P. aeruginosa
CMDM-PL 055
M. marganii P. aeruginosa P, aeruginosa
CMDM-PUI 055 | CMDM-PUJ 055
P, aeruginosg 5. cholerasuis
CMDM-PLI 055
5. murans
Tabla 2
Proporcion de cepas alta y medianamente productivas
Productividad ICA ICA ICA ICA
G. mammillaris| G. cilyndrica Control 1 Control 2
1 % (n % |n % [ m e
Aldta vy media (17/19 895 | (16/19) 54,2 | (15/19) T (16719 842
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Tabla 3
Significancia estadistica de la proporcidon de cepas alta y medianamente productivas
de los medios prueba con respecto a los controles

Medios a comparar \alor de p IC 95%
G. mammillarisvs Control 1 0,37 0-33
G. mammillarisvs Control 2 0,63 0-26
G. cylindricavs Control 1 0,67 0-30
G. cylindricavs Control 2 1,0 0-23
Tabla 4

Proporcion de la capacidad de recuperacién de los medios en estudio con respecto a
los controles

Medios a comparar ICR>1 IC 95% Valor de p
G. mammillarisvs Control 1 52,3 31-73 0,99
G. mammillarisvs Control 2 68,2 52-91 0,32
G. cylindricavs Control 1 66,6 45-90 0,90
G. cylindricavs Control 2 75,0 53-96 0,69

extraccion y el tipo de alga procesada, yacilidad y rapidez de ejecucién. Kornacki
que el método acido de extraccién no fueet al (2003) afirman que el método es una
eficiente para este tipo de algas, lo que in-alternativa aceptable cuando se compara
dica que otros métodos de extraccién de<on otras mas laboriosas e ineficientes.
ben ser ensayados para obtener una mayor

fuerza de gelificacion. Un estudio realiza- Las pruebas estadisticas que se realizaron
do en México por Freile-Prelegrin y para demostrar la productividad de los me-
Murano (2005), reporta la extraccion de dios en estudio, indicaron que no existie-
agar por método alcalino con de hidréxidoron diferencias entre éstos y los controles
de sodio, concluyendo que el agar presenponiendo de manifiesto que el agar prepa-
taba una buena fuerza gelificante comparado conG. mammillaris y G. cilyndricao
rable con la calidad del agar comercial, afecta positiva 0 negativamente el medio
demostrando que el tratamiento alcalino egje cultivo, confirmando que éstos son una
mas efectivo que el acido, debido a que senateria prima adecuada para la preparacion
reduce el contenido de sulfatos y aumentaje medios de cultivo en el laboratorio.

la fuerza de gel.

Con respecto a la capacidad de recupera-
Los resultados demuestran que el métocién de los medios en estudio las pruebas
do ecométrico es adecuado para evaluano demostraron superioridad al comparar-
medios de cultivo microbiologico como las con los controles, sin embargo, dicha
lo confirman estudios realizados por capacidad de recuperacién es superior al

Michanie (1992) quienes destacan 1as50% cuando se comparan los mediosGde
ventajas de este método como son la famamamillaris y G. cilyndricacon el con-
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trol 2, lo que indicaria una mayor similitud COELLO, S. Extraccion de agar a partir de
del agar en estudio con el control 2 aunque  algas rojas pertenecientes al género
es desconocida el alga de la cual se obtie- Gracilaria a nivel de laboratorio,
nen los agares comerciales. trabajo de grado, Fundacién Univer-
sidad de América, Bogota, 2004.

CONCLUSIONES COGNETTI, G., SARA, M. y MAGAZZU,
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tados de ICR =1) por el medio d8 FIERRO, J y OTALORA, J. Determinacion

cylindricay de G. mammillariscon respec- de la productividad de agar base
to al control 1 y al control 2, no super6 el Gracilaria cilindrica, trabajo de grado,
80%. Pontificia Universidad Javeriana,

Bogotéa, 2005.

Los resultados demuestran que el agar-agar o
obtenido de las algas en estudmes toxi- FIGUEROA, C. Productividad del agar

co para los microorganismos y se comporta ~ bacteriolégico obtenido a partir de

de forma inerte en el medio de cultivo pre- ~ Gracilaria mammillaris alga roja
parado, siendo un soporte para la gelifica-  hativa del caribe .C.0|.0mb'ar.‘0, trgbajo
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