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RESUMEN

Ma. Azucena Oranday Cardenas
Fecha de obtencian del grada: Septiembre 1958
Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Titulo del estudio: COMPONENTES QUIMICOS DE ALGAS DEL ESTADO DE
TAMAULIPAS Y SU APLICACION FARMACOLOGICA.

Candidatg al grado de Doctor en Cigncias con espscialidad en Quimica Biomeédica.
Area de estudic. Quimica Biomedica

Propdsita y método de estudio: Las algas marninas constituyen una fuente fica y
variada de compuestos con actividad bicldgica y el objetivo del presente trabajo
fue abtener compuestos con actividad antimicrobiana de cuatro especies y
determinar su estructura quimica. Las algas Sargassum fluitans, Ulva fasciata,
Ulva lactuca y Gracilana folifera, se colectaron en las costas de Tamaulipas Mex.,
se obtuvieron de ellas, extractos con sclventes de polandad creciente que se
probaron contra E. coli, S. aureus, C. albicans, S. faecalis, S. epidermidis, S.
enteriditis y Pseudomeonas aeruginesa por i metode de difusion. Los extractos
activos fueron separados por cromatografia en columna y cromatografia invertida y
evaluada su actividad contra C.albicans y S. aureus, las fracciones con actividad
relevante fueron purificadas y determinada su estructura por métados
espectroscdpicos.

Contribuciones y Conclusiones: Los extracios de la algas elegidas mostraron
actividad antimicrobiana relevante contra |0s microorganismos  estudiados,
presentaron mayor indice de inhibicion los de Sargassum fiwtans y Gracifana
foiiifera y el compuesto que presentd mayor actividad antibidtica contra C.
albicans con un MIC de 0.16 mg/mL fue obtenido del extracto éter de petralec de
S. fluitans ¥ su estructura comrespondio al ESTER ETILICO DEL ACIDO 6 METIL
HEPTADECANCQICOQ, el cual no ha sido reportada en (a literatura.

Con el métado de cromatografia invertida se logré separa e identificar compuestos
activos utilizando el 10 % de |a canhdad de reactivos usados en cromatografia en
columna,

) s fols Sty Aaecns B2 T,

Drg! Maria Julia Verde Star Dra. Noemi H. Wakspfan de Torres
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1~ INTRODUCCION

El mundo natural ha sido el grigen de la mayor parte de ios
agentes medicinales y las plantas constituyen una parte importante de esas
fuentes, su utilizacion para aliviar (as enfermedades ha sido una preocupacian
para el ser humano desde sus principios y en todos |05 @spacios y tiempos existen
registros de esta inquietud. Hoy las plantas continuan feniendo significancia
histérica y urna importante fuente de nuevos compuestos, los metabolitos
secundarios biotégicamente activas (principalmente toxinas) derivados de las
plantas, han encontrado aplicacion medicinal, directamente como dregas o han
servido de modelas para sintetizar ¢ semisintetizar compuestos o bien se han
modificado sus estructuras preparando analogos para optimizarios (1).

Las algas forman un grupo de plantas vadado y multifacético,
figuran entre los seres vivientes mas antiguos del pianeta, ya que provienen del
periodo Precambrica es decir tienen de 1 a 3 millones de afios de antigiedad;
existen entre 20,000 a 30,000 especies con cuatro divisiones: Chlorophytas (algas
verdes) precursoras de las algas terrastres, Rodaphytas (aigas rojas},
Pracophytas (algas cafe) y Cianophytas (algas verde- azul). (2)

La utilizacion de las algas marinas se ha incrementado en arios
recientes, gran cantidad de compuesios extraidos de ellas han sido desarrollados
y aplicados en muchos campos ; en agricuitura como fertilizantes, en la industna
alimenticia comao espesantes para cremas y nieve. en |a fabricacion de cosméticos,
en la remocion de metales de aguas residuales y en la obtencidn de ficocolides
como agar y alginates, productos extraidos de algas sobre todo Rodophytas (3).

En los ultimos tiempos se ha visto la posibilidad de aprovechar
no solo las algas sino otros organismos marines, de ellos se han aislado
apraximadamente 4,000 productos naturales nueves y muchos de esos
compuestos paseen actividad biclogica; estos metabolitos secundarios producidos
por organismas que viven en el mar, han recibido atencion de quimicos y



fammacologos durante las dltimas dos décadas, interés por parte de los quimicas
por ser origen de nuevas y singulares moléculas y por otro lado los farmacalagos
se han enfocado en la busqueda de sustancias que combatan & los
microorganismos patdgenos para el hombre, ya que aunque en la actualidad el
numera de compuestos antimicrobianos es elevado, también lo es la resistencia
que presentan {0s microorganismos que sSon atacados con terapias
convencionales, particularmente los que afectan a pacientes inmunodeprimidos
{4,5), por lo que es importante |a investigacion continua de compuestos con esta
actividad.

La basqueda de productos naturales con actividad biolégica,
depende en gran parte del aislamiento y purificacion de los metabolitos; nueves
metodos de Espectroscopia, Fitogquimica, Fammacologia y materias afines han
hecho importantes confribuciones a esta busqueda, a pesar de estos avances,
muchas preparaciones simples estan basadas en tecnologias de! siglo XIX , por
ejomplo la comunmente usada extraccidn en Soxhlet fue desarrcilada hace 109
anos (6). Se espera que en el futura el proceso de nuevos descubrimientos de
drogas pueda ser facilitado y hecha mas eficientemente usando nuevos meétadaos
automatizados en los que se requiera minima cantidad de muestra y de salventes
para llevar a cabo investigaciones masivas.

En México se han realizado estudios de las algas coma
praoducioras de ficocoloides cuya industrializacion representa un rubro econdémico
importante (2), también se tienen reportes de su actividad antibidtica (24,25) y
aunque nuestro pais con 10,000 Kms de costas es rico en este recurso su estudio
s& ha circunscrito principalmente al aspecto floristico y taxondmico.



1.1 ANTECEDENTES

La utilizacién de las algas cecn propdsitos medicinales na es
nueva. Shen Xaung, 2,700 anos A.C y Dioscirides en su obra "De materia
Medica “ escrita en el afio 77 A.C., hacen menddn de su uso en la medicina de las
primeras civilizaciones y su importancia durante esas épocas (6). La Digenea
simplex, se ha ulilizado desde hace un milenio camo antihelmintico y en 1953
Murakami y colaboradores (7) aislaron su principio activo, el Acido kainico,
elucidando su estructura (No. 1), este es un producto que actuaimente se

~ distribuye en la industria Farmacéutica Suiza y Japonesa.
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En las cuatro divisiones de algas que se mencionarcn, se han reportado una gran
cantidad de especies que poseen actividad bioldogica muy variada, en este trabajo
s eligieran para su esfudio dos chicraphytas, una rodophyta y una phasophyta y
a continuacion se mencionan algunos de los antecedentes que se han encontrado
sabre ellas.
1.1.1 Phaeophytas

Las Phaeophytas o algas pardas son productoras de metabolitos
secundanrios bioldgicamente activos, los geéneros Dyctiofa vy Difophus son
considerados pralificos en este tipo de compuestos; de ODilophus liguistos (8) se
aislaron diterpenos ( No 2 y No. 3) con actividad citotdxica; de este género
Tringali (9) aisl¢ el Crenuladial (No. 4) compuesto con actividad antimicrobiana; de
Dyctiota divaricala se obtuvo et dictyodial, ( No. S ) substancia que posee
actividad antimicrobiana y antifingica ( 10 ); de D. pardalis Kdnig ( 11 ) aebtuve
el Dolabellano ( No. 6), con actividad antimalanal en cepas resistentes a
Cloroquina y de Diclyota dichotoma, aislo diterpenos con el esqueleto
dolabellano, que poseen actividad contra bacterias gram-positivas y gram-
negativas, de la Dictyopteris prolifera se aislé un vinil ciclopentano (Ng. 7) con
actividad biologica {12 ). El extracto crudo lipofilico de Cystoseira spinosa ( 13 )
exhibe propiedades antibacterianas que son ascociadas con la presencia de
derivadas de tetrafeniltoluquina! de los compuestos aislades, el que presentd
mayor accion fue el S-hidroxicistofuranoquinol (No. 8), de este mismo género pero
de las especies C.barbata y C.crinita se aislaron hidrocarburos halogenados
como el 1-cloro-2 bromoetana, bromoetanal, hexaclaorabutadienc etc con actividad
fungicida y antibactenana, ademas del fucoesterol (No.©) compusesto altamente

distribuido en este género ( 14 ).



Compuestos aromaticos como lgs Florotaninos aislados de C.
granufata han comprobado tener accion antibigtica ( 15 ). Otros compuestos
aromaticos como el deoxilapachol (No. 10) presentan actividad citotoxica, al igual
que el acido turbinarico (No.11) de la familia Sargassaceae . El género Sargassum
de esta familia ha sido origen de un gran numero de metabalitos bipactivos, se

han encontrado caompuestos antioxidantes ( No 12), utiles tanto en la industna

COOH
O =0
: ]l': HO
= Ng 10 No. 11 H No. 12

alimenticia como en la de cosmeticos ( 18 ), de Samassum natans. Martinez
Nadal { 17 ) identificd el compuesto Sarganina con propiedades antibidticas;
Garcia ( 18 ) en 1995 de esta especie encontrd extractos con actividad
antibacteriana y fungicida, S. Cinctum presentd accion fungicida (19), de S.
polyceratium Levring ( 20 ) obtuvo sustancias antibidticas y de S. Tenemmum con
accion fungicida ( 21 ), S. thunbergii se utiliza en Japdn como antitumoral ( 22 );
de S. tortife , Faulkner extrajo el tocotrienol y su correspondiente epoxido ( 23 );
De Lara encontr¢ actividad en los extractos acucsos y etandlicos de Sargassum
sp, contra S. aureus ( 24) y contra £ coli y Micraococcus lisodeikticus ( 25 )
Sargassum palmen, y S. acinacifolium; en Sargassum muticum, se encontraron
glucoronofucogalactanos, derivados de fucanos con propiedades anticcaguiantes
(26).

Estos reportes nos indican la importancia de la actividad biologica del

género Samgassum, que ademas es muy abundante en el mar y en las costas



del estado de Tamautipas donde se llevé a caboa la recolaccidn por lo que se ligid,
S. fiutans en este trabajo.
1.1.2. Rhadophytas,

Las Rhodophytas, han sido estudiadas extensamente y varas
especies son reportadas por su uso en medicina folkloica ( 1,27 ). Las
investigaciones fitoquimicas de aigas rojas han dado como resultado la
identificacion de metabolitos predominantementeé halogenados, principalmente
terpencides, acetogeninas y aromaticos, aunque también son reportados coma
fuentes de dernvados de acido eicosanaico.

Del génerc Laurencia de las algas rojas se han aislado un
sinnimero de metabolitos halogenados, Selover y cols. ( 28 ) de L. pacifica
obtuvieron Kylinone ( N0.13 ) de L glandulifera Suzuki ( 29 ) obtuvo un
gsesquiterpeno halogenado con el misma spiro-esqueletd ( No 14 ) y de L. midifica
Shizyuri y Cols.( 30 ) el sesquiterperpeno Laurequinina ( No.15 ), de esta misma
especie, VWaraskiewies (31 ) aisié un compuesto { No.16 ) que presentd actividad
contra S. aureus y Mycobactenium smegmatis; compuestos semejantes fueron
extraidos de L. Johnstonii, Johnstonol por Sims y Fenical (32 ) (33 )y en el
mismo genero Laurencia, Rhodophytin { No.17 ) y Opposdel ( No.18 j, que
mostraron moderada actividad contra S. aureus { 34 ), ademas del! genero
Laurencia, Mc.Conell ( 35 ) estudié al Ochtodes y encontré pequerias cantidades
de moncterpencs ciclicos halogenados, como el Qctodeno ( No.18); en Chondna
oppositiclada ( 36 ) se encontrd Cicloeudesmol ( No.20 ) con fuerte poder
antibidtico contra Stephylococcus aureus y Candida albicans y en Dasya
pedicellata el p-Hidroxibenzaldehido, el cual mostr¢ actividad contra Vibro

anguillarium, C. albicans y S. aureus ( 37 ).



Siudas y colaboradores aisiaron de  Bonnemalsonia
hamifera { 38 ) compuestos con Yodo y Bromo como el 1-Yodo-3,3-dibromo-2-
teptanona y el 1,1,3,3-tetrabromo-2-heptanona que muestran aclividad contra el
hongo Monospornium apiospermum y contra S. piogenes y D. pneumoniae. El
primer alcaloide inddlico obtenido de una planta sucaridtica marina lo reportarcn
Kirkup y Moore ( 39 ) en Martensia fragifis, una Radophyta

El génera Piocamium ha sido fuente de monoterpenos
halogenados, con actividad biologica; Philip Crews y cols. obtuvieron de P.
violaceum ( 40 ) varios compuestos polihalogenados ( Nos 21 y 22), de P.
aregonum ( 41} uno cidlico (No. 23) y de P.cartilagineum {42 ) ademas de otros
monoterpenas una cetona halogenada ( No.24); de esta misma especie Rovirosa
J. en 1991 { 43 ), extrajo un nueva monoterpena halagenada (Na 25) que
mostré  actividad contra Pseudomonas aeruginosa, Profeus vulgars, Bacillus
subltilis y S. aureus.

Las especies del género Gracilana  han sido utilizadas por los
ficocoloides que contienen, ademas de sus metabolitos secundarios muchos de
los cuales mostraron actividad bioldgica; de Gracifana corenipifolia Nagai H. y
cols. (44 ) aislaron la Aplysiatoxina y Debromoaplysiatoxina; G. dominguensis
colectada en Cuba posee un agar tipo polisacarido, altamente sulfatado que tiene
efecto antitumoral (45 ); de G. lichenogides ( 46 ) se obtuvieron eicosanoides con
potente actividad antihipertensiva ( No. 26 y No. 27) . en Gracilana corticota,
Hoppe (47) determing su acadn fungicida y antituberculosa; G. venuceosa praoduce
substancias utilizadas para combatir las Ulceras ( 48 ). Se han caracterizado

algunos compuestos nitrogenados, asi en G. fexforr ( 49 ), se encontrd el



aminoacido Gigartine ( No 28) y en G. Secundata (50) Fattorusso y cols.

encorntraron aminoacidos que contienen ciclo imidazol { Nos. 29,30).

0O
1
Br
(243
No.13 No. 14
cl Br
Br '
,0
Br HO
Fig. No. 16 Fig. No. 17 Fig. No. 1B
E l :OH
No. 19 No. 20
Cl\\ Br Cl r
Br
el “ci al
“=Cl
No.21 No. 22
ol QH
Cl Cl Cl
Cl
Cl
Cl
Cl Cl
r
Na.23 Na.24 No.26



OH

OH

OH

No. 28 No. 27
. COQOH OOH
E. ﬂz ' H kg L H NH
ol 2

e T | C

|

g CHg3 CHs
No. 28 Nog. 29 No.30

1.1.3 Chlorophytas

Las Chiorophytas se consideran antecesoras de las plantas
terrestres y son descrnitas desde |05 inicios de 'a medicina folklorica; la Ulva
fasciata, con el nombre de Bryon thafassion fue reportada por Dioscorides, como
remedio contra la gota. Existen muchos reportes sobre bioactividad de las algas
verdes, precisamente de una especie de Chlorella , se tiene el pnmer articulo
cientifico sobre propiedades antimicrobianas de organismos marinos hecho por
Pratt (51 ), cuyo extracto soluble en éter inhibio el crecimiento de S. aureus, E.
coli y Pseudomonas aeruginosa. De Dunaliella primoicta, Chang T. y cols. ( 52 ),
obtuvieron un extracto fuertemente activo cantra S. aureus, B. cereus, B. subtilis
y Enterobacter aerogeres.

Del género Haiimeda , Fenical ( 53 ) reporté nuevos diterpenos (No.

31y No. 32 ) que maostraron potente propiedad antimicrobiana y citotoxica.



No. 31 No.32

De los géneros Penicillus y Udotea , J. Valerie y cols. ( 54 ) aislaron

terpenocides (Nos. 33, 34 y 35) can un amplio rango de actividad antibidtica.
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Del mismo género Tetsuo Nakatsu { 55 ) y cols. encontraron que 2l
extracto etanalica de U. flabellum mostra actividad contra Staphylacoccus aursus y
Candida albicans, siendo el Udoteatnal (No35) el responsabie de esta actividad.
Contra S. aureus Mesmar ( $6 ) encontro mayor actividad de las  algas verdes del
Jordan en comparacion con otras divisiones. Algunas Chlorophytas del género
Caulerpa han sido estudiadas y los metabolitos encontradas en ellas poseen
bioactividad: de C. flexflis, ( £7 ) el Caulerpenyne ( No 37) de C. bikinensis ( 58 )

(No.3B y No. 39) ; de C. brownii ( 59 } y de F. tuberosa ( 60 ) compueslos
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relacionados con la vitamina A (No. 40 y No.41).
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La familia Ulvacese esta ampliamente distribuida en nuestras
costas, algunas especies de Ufva son usadas como almento y en medicina
popular, la Ulva fasciata, se utiliza para cicatnizar heridas y posee actividad
antimicrobial por el Acido acrilico que contiene { 61 ); este acido fue el primer
compuesto de las aigas con actividad antibiotica cuya formula fue plenamente
identificada, también posee un compuesto con actividad antiviral in vitro e in vivo
que fue identificado comg N-palmitoil-2-amino-1,3,4,5-tetrahydroxioctadecano por
Han, S. y cols. {62 ), Ulva factuca se uliliza en Asia para combatir la gota y la
arritis { 20 ), se ha encontrado, aminoacidos { €3 ), esteroles y carbohidratos que
varian segun la estacion ( 64 ); en U. giganfea , Duperon y Thiersault, ( 65 )
aislaron esteroles libres , glicosados y acetilados .

1.1.4 Acidos grasos

Los acidos grasos saturados e insaturados encontrados en
diferentes organismos marinos, entre ellos, las algas, han demostrado tener
actividad biologica; precisamente en sl pnmer reporte cientifice sobre propiedades

antibidticas de las algas que realizd Pratt en 1953 ( 51 ), concluyo que una mezcla

11



de acidos grasos a |a que llamo “Chloralina” por ser derivado de una chlorophyta |
era la responsable de esta actividad.

Carballeira y cols. han estudiado recientemente los compueéstos
lipidicos de esponjas, anémonas y otros organismos mannes, encontrando acidos
grasos saturados, con propiedades antibacterianas, insaturados, lineales,
ramificados y con diferentes sustituyentes; en la esponja Chondriosa ramiformis
(68) encontraron acidos con cadenas de 17 a 29 carbonas, identificando el dcida
15-metil-S,8-hexadecadienoico no aislado anteriormente; en Amphimedon vindis
(67), caracterizaron mas de 100 compuestos entre aldehidas y acidos grasas,
algunos con ramificaciones de metilos como el acido 7-metil- 6 hexadecenoico
(No.43), en otros organismos mannos como Hololuria mexicana ( €8 ) aislaren
un nuevo acido. el 7-metil-6(Z)-actadecenaico (No.44) ademas de otros &cidos
como fosfolipidos; en la anémona Condylactis gigantea ( 69 ) fue caracterizado el
acido hexadecanocico (No.45) como principal comﬁonente y un derivado bromada
del acido eicosanoico (No.46), semejante al que encontraron en Stoichactis
heliantus ( 70 ) y en 1997 este mismo grupo de investigadores en  Eunicea
succinea (71 ) también encontrd el acido hexadecanoico como componente
principal (este acido se considera ubicuo en los organismos mannos) y un
compuesto con propiedades antimicrobianas contra Staphylococcus aureus 'y
Streptococcus faecalis, el acido (5Z,9Z2)-14-metil-5,9-pentadecadiencico (No.47);
de 24 acidos grasos que se exirajeron de Plethodon cinereus (72 ) 18
presentaron actividad antibidtica.

Bamathan y Komprabst { 73 ), caracterizaron la serie completa de
acidos 2-hidroxi de cadena larga en Pseudosuberites sp. donde predaminan las

cadenas de 22 a 27 atomos de carbono; Khotimchenko ( 74 ) determind los

12



acidos grasos de diferentes especies de Sargassum, encontrando mayor cantidad
de derivados del acido araquidonico; algunos dcidos grasos se han obtenido en
forma de glicolipides: Rha y cols. { 75 } obtuviercn compuestos bioactivos (No.48)

de la cholorophyta Oitmannsiellopsis uniceliularis y Bell y cols. (76) el acido
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octadecapermanoico como galactocit diacil giicerol de ‘ta alga Heterosigma
akashiwo. Otros como Guerreiro y cois. { 77 ) los obtuvieron como ésteres etilicos
(No.49). sin embargo la esterificacion la consideraron artefacto por el manejo de
la muestra. Un derivado del acido linoléico aislado par Otha y cols. ( 78 ), de una
microalga marina, presentd actividad MRSA (Sfaphylococcus aureus resistente a
la meticilina ), este dato es muy interesante porque como sabemos el S. aureus
facilimente puede adquirir resistencia a los antibioticos, de ahi el interés por buscar

compuestos con actividad antimicrobiana en los organismos marinos.
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HIPOTESIS
Las especies de algas marinas en astudio tienen importantes propiedades

farmacologicas similares 0 mejores a las repartadas en otras especies de [0s mMISMOs
géneros.

OBJETIVO GENERAL

Identificar principias aclivos de las algas seleccionadas y probar su efecto bactericida
y fungicida.

OHJETIVOS ESPECIFICOS

« Realizar pruebas preliminares in wvitro para evaluar |la actividad bactericida y
fungicida de extractas obtenidos con solventes de diferente polaridad.

e Separar y evaluar micrabiclogicamente las fracciones de los extractos que
presenten actividad biocida.

e Aislar y purificar los compuestos activos y dilucidar su estructura por metodos
QuUIMICOs Y espectroscapicos.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Material vegetal, clasificacién y descripcion botanica
2.1.1 Sargassum fluitans

Clasificacion Botanica:

Reino .  Protista

Division: Phaeophyta

Clase: Cyclosporae

Crden: Fucales

Familia: Sargassaceae

Género:  Sargassum

Especie: S fluitans Borgesen

Descripcion de |a planta:

Planta pelagica, usualmente de hasta 15 cm de alto, café dorada,
sin apéndices dominantes, tallo suave y un poca espingso, hojas delgadas a
lanceoladas, tallo corto, ampliamente dentado de 26 cm de largo y 3-8 mm de
ancho, presencia de vesicuias globosas a gvaladas de 4-5 cm de diametro sobre

tallos de 2-3 mm de largo, los tallos son frecuentemente alados, receptaculos no

conocidos. (80,81) Fig No. 1.
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Distribucion rafica:

Asociado con Sargassum natans, es comun en las aguas de la
costa del Atlantico Norte-Oriente y el Golfo de México.
Recoleccién de Sargassum fluitans

La recoleccion se llevé a cabo en el mes de Julio de 1994, y en
Agosto de 1996 en la Laguna Madre de San Fernando Tamaulipas, México en las
escolleras El Catan antre 97° 50’ y 98° 50’ de latitud norte y 24° 30’ y 25° 18
de longitud ceste.

Una muestra se depositd con el numero 4648 en el Herbario de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la U.A N.L. La identificacion de la planta estuvo

a cargo de Salomén Martinez Lozano del Departamento de Botanica .

Fig. No. 1 Sargassum fluitans
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2.1.2 Ulva fasciata
Clasificacion Botdnica
Reino : Protista
Division: Chlorophyta
Clase: Chlorophyceae
Orden:  Ulvales
Familia: Ulvaceae
Geénero: Ulva

Especie: U. fasciata Delile

Dascnpcion de la planta:

Plantas falidceas de hasta 45 cm da alto, verde brillante, frondas
ampliamene lobadas y oanduladas, a veces ligeramente lancecladas hacia los
apices, con el pie de fijacidn pequene; de hasta 12 ¢cm de largo por 3085 mm de
gruesg, células en seccién transversal de horizontal a verticaimente elongadas, su
estructura celular es eucaridtica similar a las plantas superiores, son laminares
diestromaticas y se fijan al sustrato por discos basales que pueden producir
frondas en la primavera, por lo que pueden considerarse seudoperennes, los
fragmentos de las frondas pueden separarse y continuar creciendo y
reproduciéndose, formando grandes masas en aguas protegidas y contaminadas
Fig. No. 2.

Distribucién Geografica:
Se les puede localizar en aguas de baja temperatura del Artico y

en templadas de los Trépicas, en el Atlantico desde Florida a través del Golfo de

México hasta Brasil (80,81).
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Recoleccion de Ulva fasciata

La recoleccion se llevé a cabo en el mes de Julio de 1994, en la
Laguna Madre de San Femando Tamaulipas a 24° 30' y 25° 18’ de latitud norte y
g7° 50" y 98° 50' de longitud ceste y en el municipio de Soto la Marina,
Tamaulipas, localizado geograficamente (centro oeste del Golfo de México) a los
23° 30" de latitud Norte y a los 98° 30" de longitud Oeste.

La identificacion de la planta estuvo a cargo de Leticia Villarreal
Rivera del Departamento de Botanica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas

U.A.N.L. No. de herbario 4763.

Fig No. 2 Ulva fasciata
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2.1.3. Gracilaria foliitera

Clasificacion_Botanica:

Reino: Protista

Divisibn:  Rhodophyta

Clase: Rhodophyceae

Orden: Cigartinales

Familia: Gradlaraceae

Geénero:  Gracifana.

Especie:  G. foiiifera (Forsskal) Borgesen, o

tikvahiae McLachlan

Lescripgion de la planta:

Plantas erectas, de hasta 20 cm de alta, purpura-rajiza, con la edad
se vuelven libres; textura fimemente camosa, ramas de 0.5 2 mm de diametro,
repetidamente divididas, ramificacion aftema, ocasionalmente casi dicotdmica,
numerosas ramiﬁcaﬁiones laterales cilindricas a todao o largo, adelgazandose en
las ultimas ramillas; céluias de la médula con paredes delgadas, corntezade 2 a 3
capas celulares; tetrasporangios numerascs, esparcidos en las ramillas, ovales.

Gregaria, en forma de abanico, se fija por sarcillos discoides Fig No. 3 (80,81).
Distribucion Geografica:

Se encuentran distribuidas ampliamente en las costas del Oceang

Atlantico y Pacifico en climas templados a cdlidos.
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Recoleccién de Gracilana foliifera

La recoleccion se llevd a cabo en el mes de Julio de 1994, y en
Agosto de 1996 en la Laguna Madre de San Fernando Tamaulipas a 24° 30"y
25° 18’ de latitud norte y 97° 50' y 98° 50" de longitud oeste. La clasificacion
botanica fue llevada a cabo por Leticia Villarreal Rivera y un ejemplar fue

guardado con el No. de herbario 4829 de Facultad de Ciencias Biolégicas U.A.N.L.

Fig. No. 3 Gracilana foliifera
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2.1.4, Ulva lactuca
Clasificacion bolénica:
Reino; Protista

Division: Chiorophyta

Clase: Chiocrophyaceae
Orden: Ulvales

Familia: Ulvacea

Geénero: Ulva

Especie: U. lactuca {Linnaeus)

Descripcidn de la planta:

Presentan color verde por las clorofilas a ¥y B que contienen,
presentan |aminas largas de consistencia membranosa firme, talo folidceo
expandido constituido de dos capas de ¢élulas que miden hasta 53 micras de
grosor, cuticula moderadamente espesa, mostrandose en ciertos puntos lamelosa,
células en vista superficial en forma de poligono redondeado, con un Unico
cloroplasto dispuesto & lo largo de las paredes, fijacion con un mindsculo opresorio
basal, para lo cual contribuyen los rizoides que nacen en las celulas proximas;
crecen sobre fondo rocasc.

Se le canoce como “Lechuga de mar” en Inglaterra y Escocia, “Adsa” en Japdn y

"Palahalahaen” en Hawaii (80,81).

Distribucion Geografica:

Se les puede localizar en aguas de baja temperatura del Artico y

en templadas de los Tropicos, en el Atlantico Norte y Pacifico Norte.
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Recoleccion de Ulva lactuca

La recoleccion se llevo a cabo en el mes de Julio de 1994, en la
Laguna Madre de San Femando Tamaulipas a 24° 30" y 25° 18’ de latitud norte
y 97° 50" y 98° 50" de longitud oeste y en el municipio de Soto la Marina,
Tamaulipas localizado geograficamente (centro oeste del Golfo de México) a los
23° 30" de latitud Norte y a los 98° 30" de longitud Oeste. Fue clasificada
botanicamente por Leticia Villarreal Rivera y guardada con el No. de herbario

4776 en la Facuitad de Ciencias Biologicas U A N.L.

Fig. No. 4 Ulva lactuca
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2.2 Extraccion del Material Vegetal

Una vez recolectado y clasificado el material se secd a temperatura
ambiente, se trturd en un molino tipo “Wiley”, extrayéndose postenormente par 3
técnicas: lixiviacion en columna (2.2.1), maceracion a temperatura ambiente

(2.2.2) y extraccion continua en Soxhlet (2.2.7 ).

2.2.1 Lixiviacion en columna
En este metodo el material vegetal seco y molido se introdujo en
una cclumna de vidrio de 40 cm de largo con un didmetro de 4 cm, con una capa
de algodon en la parte inferior, se hicieron pasar solventes de polaridad creciente,
se colectaran los diferentes lixiviados y se concentraron en rotavapor a presion
reducida.
2.2.2 Maceracion a temperatura ambiente
En esta técnica &l material seco y molido se introdujo en un
recipienie sellado con aproximadamente 1 L de solvente por cada 200 gramos de
planta seca. Los solventes usados fueron: Eter de petrdleo, cloroformo, acetona,
etanal, metanol y agua. El recipiente se dejd a tamperatura ambiente, (25-35° C)
en |la obscundad durante 7 dias, se drend el solvente, se anadid despues otra
cantidad igual de solvente y se hizg la extraccion dos veces mdas. El extracto se
concentré en Rotavapor Blchi a presién reducida; esto se repitid con todos los

solventes.

2.2.3 Extraccion continua en *Saxhlet”
En esta técnica el matenial seco y molido se extrajo durante una

semana con los disolvente mencionados en 2.2.2 , utilizando extractores de tipe



“Soxhlet”. La solucidon obtenida se evapord a sequedad en un evaporador rotatono
& baja temperatura y presian reducida
2.3 Separacidn de fracciones
2.3.1 Cromatografia Planar

2.3.1.1 Preparacidn de placas. Estas se prepararon sobre rectangulos
de vidrio de 10 x 5§ cm can 1 mm de grosor, usando “gel de silice-80 G para
cramatografia en placa fina” de E. Merck A.G. Para elaborar las placas se
suspendid gel de silice en agua en una praporcidn de 1 a 3, se aplicd sobre &l
vidrio con grosor variable, se dejaron reposar 30 min a temperatura ambiente y se
activaron en una estufa a 100 °C por una hera.

Para calcular el R.1. se midid !a distancia del punto de aplicacion al

centrc de la mancha estudiada y se dividid este valor entre la distancia del punto
de aplicacion y el frente del solvente (82) , |la seleccion de la fase movil s hizo de

acuerdo a los parametras mencionados por Touchsione y Dabblins (83).

2.3.1.2 Agentes cromogénicos. Las manchas separadas en las placas se
detectaron utilizanda:

-Luz ultravioleta. Despues de examinar las placas con |uz visible se observaron en

una camara de luz uttravioleta de onda larga y corta.

-Vapores de Yodo. La placa libre de solventes , se ¢olocd en un frasco cemrado

que contienia cristales de yods, después de 10 minutcs se observargn las

manchas .
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23.2 Cromatagrafia en columna.

2.3.21 Preparacitn de la columna. Se utilizaron cilindricas, de vidrio
(Pyrex) de 40 cm de largo y 4 cm de diametro equipadas con [lave de paso de
teflon en |a parte inferior. Las columnas se taparon con algadon previamente a la

adicion del soporte cromatografico, siguiendo (a metodologia convencional (82).

2322 Gel de silice Se utilizé *Silicagel-80" 80-200 mallas (Baker) y se
aplicé en montaje seco. Esta tecnica se lievé a cabo agregando a la columna, en
una sola porcidn, |a gel de silice seca, se esperd que se asentara, ayudando con
golpes dados esfratégicamente a la columna y se procedié a agregar la muestra a
la parte superior de la columna. Despues se aiadio el solvente de elucion a la

calumna seca y se procedio a comer la columna

2.3.2.3 Aplicaciéon de la muestra. Por adsorcion previa. Esta tecnica,
utilizada para mezclas complejas cuyos componentes tienen un amplio ranga de
polaridades, consistd en lo siguiente: se afiadid una solucidn concentrada de la
mezcla a una cantidad igual al de la mezcla seca de adsarbente, se dejé evaporar
el solvente al aire y se molio finamente el solido resultante. Este polvo se aplicod
sobre |a parte superior del empagque de la columna, preparada segun 2.5.1.1 .
cuidando no darar la parte superior del empaque de la columna, ya que de fa

homogeneidad de esta parte depende (a resolucion.
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2.3.2.4 Elucion en gradiente. En este tipc de elucion la polaridad del
sistema de solvente utilizada para comer la columna, se modificd conforme
avanzaba la separacion. Llos solventes utilizados fueron metanal,

benceno,acetona, diclorometano, acetata de etilo,clarofarmo, etanol.

2.3.3 Cromatografia en columna seca “Invertida®.

Se utilizaron columnas de vidrio de 17 cm de longitud y 21 mm de
diametro; para llevar a cabo la cromatografia se tapé uno de los extremos de la
columna con un tapdn de hule y se anadié en pequenas porciones el adsorbente
gue en este caso fue “gel de silice-60 G para cromatografia en capa fina" (Merck),
se galped suavemente el extremo tapado, contra /a mesa para asegurar su
asentamiento uniforme, hasta aproximadamerite 2 cm del extremo superior de la
columna, se coloco un disco de papel filtro y se ajustd a la superficie de la silica
con un tapén adecuado. Sobre este disco se afiadio la muestra |a cual fué disuelta
en solventes volatiles mezclada en un mortero con 1a silica en una proporcion de
2.1 respectivamente y se avaporo el solvents, se colocd otro disco de papel filtro y
se llend hasta el extremo con silica, se cubrid con un papel filTa se le hicieron
orificios con un alfiler y se fijjoc con un cordel (previamente humedecido con la
mezcla de eluentes a usar)a la columina, este extremo se colocd en un recipiente
que contenia el eluente, y se dejd ascender . Se sacé la silica del tubo y se cortd
con una espatula, se fracciond segun los colores desamollados o los RF
obtenidos en CCF hechas previamente,

Cada porcidn se recibid en un matraz de dimensiones apropiadas,

se afiadié el eluente y se filtrd en un embudo Buchner. Los resultados de esta
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cromatografia dependen de la seleccion adecuada de la mezcla de eluentes
probada por CCF
2.4, Cristalizacion.

Esta y la recoleccién de los campuestos aislados por cromatografia
se efectuaron siguiendo |a metodologia canvencional (83).

2.5.Mé&todos fisicos.

Se utilizd un aparato Mel-Temp “Electrothermal’ para [a

determinacion en capilar cerado.

2.6. Métodos espectroscdpicos

Espectroscopia inframoja. Los espectros se determinaron en un Espectrometro

Perkin Eimer, Paragon 2,000 FTIR, en la Facultad de Ciencias Quimicas U.AN.L.

Espectroscopia de masas. Cromatdgrafa de gases Hewlet- Packard 5890 serie
Il acoplade con detector Espectro de Masas 5971 con rango de 2 3 700 unidades

basicas, en el Centro de Investigacion de Quimica Aplicada de Saltillo Coah.

Espectrascopia de Resonancia Magnética Nuclear de 'H y °C. Fueron
realizados en un Espectrometro Bruker DPX 400 de! Departamenio de

Farmacologia y Toxicolegia de la Facultad de Medicina U.A.N.L.
Espectroscopia de RMN doble dimension, COSY, HETCOR y DEPT.

Espectrometro Bruker DPX 400, del departamento de Farmacologia y Toxicologia

de la Facuitad de Medicina U.A.N.L.
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2.7 EVALUACION MICROBIOLOGICA.

2.7.1. Microorganismos utilizados

Staphylococcus aursus 004
Candida albicans 181
Escherichia coli 030
Streptococcus faecalis
Staphylococcus epidermidis GO8
Salmonella entenditis 035
Pseudomonas aeruginosa

proporcionados por Manuel Rodriguez  Quintanilla del Departamento de

Microbiologia de la Facultad de Medicina U.A.N.L.

2.7.2. Estrategia para la evaluacidn de actividad antimicrobiana

Se utilizo el método de difusion sefialado per Rios y colaboradores
(895), en el cual los microorganismos depues de activados por 24 h. en BHI se
inoculan en la superficie de una caja petrn con agar Muller-Hinton, el indculo se
distribuye en el agar con una asa de Driblasky. Se hacen orificios de € mm de
didametro en el agar con una pipeta pasteur, se agrega extracto en ellos y se

incuba a 37°C por 24 h, se mide el halo de inhibicidn. La concentracidn minima
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inhibiteria, MIC se determind con el mismo meétodo, can diferentes diluciones del
axtracto.
Se utilizaron como tesligos negativos los solventes utilizados y

como testigos positivos, Ampicilina, Penprocilina y Amikacina.

2.7.3. Curva de actividad de Ampicilina.

La presentacion comercial de ampicilina equivalente a 500 mg en 2
mL fué diluida en forma seriada para obtener concentraciones de 250 mg/mL, 25
mg/mL y 2.5 mg/ mL, con el objeto de tener el parametro de medicion de los halos

de inhibicion de los extractos. ( fig No.5 ).

10 2
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Fig. No. § Curva de inhibicidon Ampicilina contra €. coli
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3.- PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Pruebas preliminares para elegir tipc de extraccion.
3.1.1. Preparacion de extractos

Se pesaran 3 porciones de 30 g cada una de Sargassum fiuitans y
de Ulva fasciata, se ¢olocaron respectivamente en un matraz erlenmeyer, en una
columna de vidrio y eén un equipo de extraccion continua Soxhlet {( 2.2.1, 2.2.2,
2.2.3. ), se extrajeron exhaustivamente anadiendo cada vez 150 mL de éter de
petrdleo, cloroformo, acetona, etanol y metanol .por siete dias, se evaporé el
sclvente en un rotavapor a presion reducida, se realizo cromatografia en capa fina
utilizando bencencv/acetona 82 como eluente. Los extractos asi obtenidos se
esterilizaron por filtracidn con una membrana de nitrocelulosa con un poro de 0.45
um. Los extractos esteriles se recolectaron en tubos viales y fueron almacenados

a 5°C.
3.1.2 Evaluacién de |a actividad artimicrobiana

3.1.2.1 Activacidn y viabilidad de cepas. Se utilizé el medio infusion
cerebro-corazén (BHI), se incubaron a 37 °C por 16 h. Para confirmar la pureza
de las cepas se resembraron en cajas Petri por el método convencional (109), el
Staphylococcus aureus en agar soya tripticasa, Candida Albicans en saboraud
(dextrosa 4%), Escherichia. coli en EMB, Streptococcus faecalis en agar sangre,

Staphylocaccus epidermidis en Vogel y Johnson, Safimoneffa enteritidis en EMB y
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Pseudomonas asruginosa en Cetrimida. Se guardaron en tubos con tapdn de

rosca en medio BHI mas cisteina al 1% a 5°C.

Para llevar a cabo ef conteo de fas colonias se sembrd una asada
del microorganismo €n 5 mL de caldo de soya tripticasa por 16 hrs a 37°C. de
este cultivo se hicieron diluciones en solucion salina esteril 1:10, 1:100Q, 1:1,000,
etc, hasta completar 9 tubos; se realizé una cuenta viable con estas diluciones:
para ello se midid 1 m| de Ia disolucion y 9 ml de agar soya tripticasa en una caja
petri estéril, se mezclaran € incubaron @ 37° por 24 haras, en un contador de
colonias; la cuenta viable debia resuitar con una diferencia en cada caja de 1:10

colonias. Se probo la diluaon y cantidad mas apropiada para evaluar los extractos.

3.1.2.2 Ensayo de actividad de extractos

Se utilizd |a dilucion 1 x10°® unidades formadoras de calonias y 100
uL de esta dilucidon, se sembrd en agar Muller Hinton (Difco), esparciendo el
cultive con una asa de Driblasky, se hicieron orificios con una pipeta Pasteur de 6
mm de didmetro, s& agrego 50 ul del extracto can una micropipeta Eppendorf, se
incubd por 24 hrs., se midid el halo de inhibicion formada. El procedimiente se
repitid utilizando discos estériles de papel filtro impregnados con 10 ulL del

extracto. Todos los experimentos se llevaron a cabo un minimo de tres veces.
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3.2 Sargassum fluitans
3.2.1. Preparacion de los extractos

Como esta representado en la fig no. 6, se colocaron 30 g de la alga
seca y molida Sargassum fluitans en un matraz erlenmeyer cemado y en
obscuridad y se extrajeron exhaustivamente por maceracion con éter de
petroleo por siete dias a temperatura ambiente, se filtrd y en la parte no soluble
(marco), se repitio la extraccién con cloroformo, acetona, etanol, metanol ¥y
agua; al termino de este procedimiento los extractos se evaporaron en rotavapor
a presion reducida; cada uno de los residuos se disolvio selectivamente en
diferentes solventes, se abtuvieron 11 extractos numerados de Sf 1.1 a SF 6 11, se

procurd tener una concentracion final de cada extracto de 2 2 3 mg / mL.

3.2.2 Evaluacion de actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos.

Cada uno de los 11 extraclos obtenidos se estenfizo con filtros de

nitrocelulosa de 045 pym. Se tomd una asada de cada uno de los
microarganismos utilizados, se activarcn en tubos con BRIl a 37°C por 16 haras,
los cultivos fueron diluidos en serie (3.1.2.1) para obtener una concentracién
microbial de 10° unidades formadoras de colonias; de esta dilucion se tomaron
100 yl y se inoculgron en placas con agar Muller Minton, se dispersaron con un
tubo L, se hicieron 4 orificios de 6 mm de didametro en cada caja Petn, con una
pipeta Pasteur y en ellos se agregaron 50 pl de cada extracto en drificics y con
10 pL en discos de €mm de didmetro de papel fiitro Whatman No. 4, después de

incubarios a 37°C por 24 horas, se midio el halo de inhibicién.
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3.2.3 EXTRACTO Sf 1.1
3.2.3.1 Separacidn cromatografica
Se pesaron 380 g de Sargassum fluitans, se exirajeron con éter de petrdleo por
siete dias, se evapord el solvente a presion reducida, se obtuvieron 3.3 g de
extracto etéreo, se llevaron a cabo CCF preliminares y posteriormente se monto
una columna cromatografica empacada con silica gel, la muestra disuelta en
etancl se mezcld con silica gel, se evapard el solvente y se colocd en |a cima de (a
columna. Las eluciores se realizaron con hexano, cloroformo, acetona, clorurc de
metileqo, metanol y etanoi en diferentes proporciones. S8 obtuvieron 15 fracciones

las cuales se enumerarcn de St 1.1 f1 alSf 1.1 f15 Fig. No. 7

3.2.3.2. Evaluacidon microbioldgica

La evaluacién se llevo a cabo con §. gureus y C. albicans |
micrgorganismos que representan un prablema intrahospitatario ya que san causa
de infecciones importantes. Se realizé con el método de difusion, con 100 pl de
una dilucion de 10 ° UFC inoculadas en agar Muller Hinton y 50 L de extracto en
corificios y con 10 uL en discos de 6 mm de diametro de papel filtro Whatman No.
4. después de incubarios a 37°C por 24 horas, se midi¢ el halo de inhibicion,
MIC: La concentracion minima inhibitoria se determiné de la siuier;te manera. Se
pesaron 2.5 mg del extracto, se hicieron diluciones seriadas para obtener
concentraciones de 0.16, 9.31, 0.83, 1.25 y 2.50 mg/mL, y se siguid el metodo de

evaluacion microbioldgica ya explicado, con estas diluciones.
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3.2.3.3 Fraccidon ST 1.1 6.

De la fraccion eluida con cloruro de melileno, se obtuvo un
material ceraso que fue purificado por el método de columna invertida ¢on una
columna de 17 cm de longitud por 2 ¢cm de diametro que contenia 14 g de silica
gel 60 G para CCF, como se describe en 2.3.3, se separaron 12 mg de un aceite
al cual se nombré compuesto “ | .
3.2.3.4 Fraccidn Sf1.1f12.

De la fraccion eluida con cloruro de metileno/ metanol ©:1, se
obtuve una grasa que fue purificada utilizando el método de cromatografia en
columna invertida explicado en 2.3.3 utilizande benceno/acetona 9:1 como

eluente, se obtuvieron 16.7 mg de un aceite que se nambro compuesto “ A .

3.2.3,5. Fraccién Sf1.1.15

Esta fue obtenida con |a elucién de acetona/metanol 9:1, se evapord el solvente
guedando un polvo blanco al que se le hizo |2 prueba de ignician y se punfico par
cﬁs}alizaciones con acetona, se obtuvieron 7 mg de un compuesto al que se [

denomind “D °“

3.2.4. EXTRACTO SF 2.4
3.2.4.1 Separacidn cromatografica
La parte no soluble en éter de petréleo ( marco) se extrajo
exhaustivamente con cloroformo y se evaporé a sequedad, el residuo del
extracto cloroférmico Sf 2.4 se dividio en dos partes, 1.3 g se disolvieron en
etanol, se hicieron CCF preliminares y se montd una columna; la muestra disuelta

en etanol se mezcldé con 2 g de silica y se evaporo el solvente; se coleco en la
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cima de la columna cromatografica , se hicieron eluciones con ciclohexano,
acetona, eter etilico, etanol y metanol en diferentes_ proporciones. El extracto
restante se disolvid en etanol, se realizé una CCF y se mezclo con 1 g de silica
gel,para realizar una columna de cromatografia invertida ( 2.3.3.) con una mezcla
de diclorometano, metanol, acetona en la proporcion 7:1:2 como eluente, se
separaron § fracciones Sf 2.4 f 10 a Sf 2.4 f 14, se extrajeron de Ia silica con
acetona y se filtraran (Fig No 7).
3.2.4.2 Evaluacion microbiologica.

Las catarce fracciones obtenidas con los dos tipos de

cromatografia senalados, fuero: probadas en Candida aibicans y Staphylococcus

aureus, por el matodo mendonado { 3.1.2.2.).

3.2.4.3 Fraccion Sf2.4F 11

Esta fraccion fue separada de la columna invertida por
disolucion en etancl, filtrada |3 silica, se le purificd con otra columna invertida,
usando como eluente benceno/acetona 91 y <on posteriores extracciones
sucesivas en etanol, se obtuvieron 9 mg de un aceite al que se le denomind
compuesta “K” .
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3. 3 Ulva fasciata

3.3.1,Preparacidn de los extractos

La muestra seca y moiida de Ulva fasciata ( 30 Q) se colocd en un
matraz erlenmeyer cerrado y en la obscuridad, se extrajo exhaustivamente por
maceracion con porciones de 150 mL de éter de petrdleo por siete dias a
temperatura ambiente; esta extraccion se repitid con cloroformo, acetona, etanol,
metanol y agua. Altémino de este procedimiento, fos extractos se evapararon en
rotavapor a presion reducida, se separaron por disolucion en diferentes sclventes
procurando tener una concentracion final de cada extracto de 2 a 3 mg / mL como
esta representado en |a Fig. No. 8 procediendose a esterilizarios por filtracion con

filtros de 0.45 um. Se guardaron en viales estériles a §°C para el bioensayo.

3.3.2.Evaluacion de actividad antimicrobiana de los extractos abtenidos.

Se tomé una asada de cada uno de los mMicroorganisMmos

utilizados, se activaron en tubos con BHI a 37°C por 16 horas, las cultivos fueron
dilvidos en serie ( 3.1.2.1 ) para obtener una concentracion microbial de 10°
Unidades formadoras de colonias, de esta dilucidon se tomaron 100 uL y se
inocularon en placas con agar Muller Hinton, se dispersaron can un tubo L, se
hicieron 4 orificios de 6 mm de diametro en cada caja Pelri, con una pipeta Pasteur
y en elios se agregaron S0 ul de cada extracto con una pipeta Eppendorf, se

incubaron par 24 horas a 37°C y se midid el halo de inhibicion.
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3.4 Gracilaria folilfera o tikvahiae

3.4.1.Preparacion de los extractos En la Figura No, § se observa el
procedimiento para obtener estos . se pesaron 30 g de la muestra seca y molida
de G. fofiifera, se colocaron en un recipiente cerrado y en la obscuridad, se
extrajeron exhaustivamente por maceracion con éter de petréleo por siete dias a
temperatura ambients, esta extraccion se repitid con cloroformo, acetona, etanol,
metanol y agua, al término de este procedimiento se evaporaron en rotavapor a
presion reducida, se separaron por disolucién en diferentes solvertes procurando
tener una concentracion final de cada extracto de 2 a 3 mg / mL Los 10 extractos
obtenidas se esterilizaran can filtras de 0.45 ym, se guardaron en viales estériles a

5°C para probar su poder antibidtico.
3.4.2. Evaluacion de actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos.
Se llevd a cabo utilizando el metodo de difusion explicado en 3.1.2.1, los
siguientes extractos: Ex Gf 1.26 (extracto eterso scoluble en dorofarmo), Ex Gf
3.29 (extracto acetonico saluble en etanol) y el ExGf 4. 30 (extracto etandlico

disuelto en etanol/A), fueron elegidos para realizar un ensayo biodirigido.
3.4.3 EXTRACTQO Gf1.26
3.4.3.1.Separacidén cromatografica

La muestra de G. foliifera ( 390 g ) seca y triturada en molino tipo
Wiley, se extrajo con éter de petrdleo 7 dias por maceracion, se evaporo el
solvente y se obtuvo el Ex Gf 1.26 se disclvié en cloroformo; se realizé CCF para

posteriormenrte llevar a cabo una CC utilizando hexano, acetato de etilo, acetona y
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metanol o bien mezclas de ellos en diferentes proporciones, la CC se monitored
con CCF recolectando fracciones de 250 mlL las cuales se evapararon a presion
reducida, se obtuvieron 1€ fracciones que fueron inscritas como Gf 1.26 f 1 a Gf
1.26 f16. FigNo. 10.
3.4.3.2 Evaluacion microbioldgica de las fracciones obtenidas.
Una parte de cada fraccion aproximadamente entre 2 y 3 mg se
disolvieron en 1 mL de etanol, se evalud su actividad antimicrobiana por el método

explicado anteriormente y se purificaron las fracciones: Gf1.26F 4y Gf1.26f8

3.4.3.3. Fracciéon Gf1.26f74

La fraccion Gt 1.26 f 4 obtenida con la elucion hexano/acetona 8.2 se
purificd con cromatografia en columna invertida, se obtuvieron 21 mg de un aceite
con un Rf 0.29 abtenido en diclorometano/metanal 9:1, al que se ie dencmingd

compuesto “J".

3.4.3.4 .Fraccion Gf 1.26 18

La fraccion eluida con AMeQOH B8:2 Gf 1.26 f B fue purificada par sucesivas
extracciones en un embudo de separacion con tetracloruro de carbono/acetona, al
evaporar el tetraclorure se obtuvieron 88 mg de un aceite con un Rf 0.62 en

cloroformo/acetona 8:2 al cual se le denaming compuesto “G”

3.4.4. EXTRACTO Gf 3.29

La parte no soluble en eter de petroleo (marco), se extrajo con cloroformo por 7
dias en frio, el solvente fue eliminado qﬁedandu el residuo Gf 2.28 el cual fue
desechado ya que con las pruebas realizadas comprocbamaos que no tenia

actividad significativa por (0 que €l marco que quedd de esta extraccion s€ macerd
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con acetona con el mismo procedimiento abieniendo el residuo (2.9 g)
denominado Gf 3.29 éste se dividid en dos partes; 2.4 g se separaron en CC con
hexano, cloroformo, metanol y acetona en diferentes combinaciones , se
obtuvieron 10 fracciones Gf 3.29 f 17 a Gf 3.29 f 26 y se |es hizo la evaluacion
microbiglogica.

La otra parte del extracto acetdnico (0.5 g}, se comid en una
calumna preparativa invertida utilizando como eluente cloroformo/metanol 96:4, se
obtuvieron las fracciones Gf 3.29 f 27 a Gf 3.29 f 36, las cuales fueron evaluadas

microbiologicamente con el método ya descrito.

3.45 EXTRACTO Gf 4. 30

Este extracto fue obtenido por maceracion continua con etanol de la
parte no soluble en los solventes antanioras {marco) . Después de (a evaporacion
bajo presion reducida dsl solvente en el residuo ( 3.09q), se obtuviercn cristales
incoloros (2 g), a los que se les hizo |a prueba de ignicidn y se les denoming Gf
4.30 f 37, el filtrado se extrajo con tetracloruro de carbono/ acetona para obtener
los extractos Gf 4.30 f 38 y f 39 para realizarles la evaluacion microbiologica
posteriormente.

3.4.5.1 Fraccién Gf 4 .30 7 37
Esta fraccidon fue purificada por medio de cristalizaciones con acetona y etanol. Se
obtuvieron cristales incoloros alargados con un punto de fusion de 192-194°C al

que se le denomind Compuesto “ C &,
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3.5 Ulva lactuca

3.5.1.Preparacién de los extractos. En la Fig. No. 11 se muestra el
procedimiento que se llevd a cabo para abtener los extractos de esta especie; 30 g
de la muestra seca y molida de Ulva factuca se colocaron en un recipiente cerrado
en un lugar obscuro, e extrajeron exhaustivamente por macseracion con éter de
petrélec por siete dias a temperatura ambiente, esta extraccion se repitié can
cloroformo, acetona, etanol, metanol y agua; al término de este procedimiento,
los extractos se evaporaron en rotavapor a presion reducida, se separaron por
disolucién en diferentes solventes procurando tener una cancentracién final de
cada extracto de 2 a 3 mg / mL, se procedio a esterilizarlos con filtros de 0.45 pm y
se guardaron a 5°C para ¢l bicensayo.

J.5.2. Evaluacion de actividad antimicrobiana de los extractos
obtenides. Se tomd una asada de cada uno de los micraarganismos utilizados,
se activaron en tubos con BHI a 37°C por 18 horas, los cultivas fueron diluidos
en serie, para obtener una concentracion microbial de 10° Unidades formadoras
de colonias, de esta dilucion se tomaron 100 pl y se inocularon en placas con
agar Muller Hinton, se dispersaron con un tubo L, se hicieran 4 orificios de &8 mm
de diametro en cada caja Petri, con una pipeta Pasteur y en ellos se agregaron
50 ul de cada extracto con una pipeta Eppendorf, se incubaron por 24 horas a
37°C y se midi¢ el halo de inhibicion se repitio el -procedimlento utilizando discos

de papel filtro estéril impregnados con 10 ul del extracta.
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4.- RESULTADOS
4.1.- Pruebas preliminares para elegir tipo de extraccién

Para elegir el tipo de extraccion se Wevd a cabg CCF de los extractos
obtenidos por los tres métodos probados; en el de percolacién en columna se
observaron menos marnchas por lo que se opté hacer la evaluacion microbioldgica
con los otros dos, maceracion y Soxhlet. De acuerdo a los datos presentados en
la tabla No. 1, el métedo de extraccion en maceracian en frio presenta mayor
actividad antimicrobiana por [0 que fue elegida para el desarrollc de este trabajo.

Sargassum fiuitans

Solvents Tipo de E coli S aureus C. olhicans P.ueruginosa § emieridiis S epidermidiz 3. faecabs
Extraccion
EP Soxhiet  Neg ++ - Neg Neg Neg Neg
Maceracion +++  + -+ + + — WNeg
Cif Soxhlet + > + Neg Neg Neg -
Macsracion  + + + Neg + —++ Neg
A Soxhlet + + Neg - Neg Neg Neg
Maceracion  +++ - + + bt + Neg
EtOH Soxhlet ++  Neg Neg + Neg Neg -
Maccracién -+ + + +43 Neg + Neg
MeOH | Saxhlet - - - - + + +
Maceracion  + - Neg et + + A
|&iva fasciuta [
Solvente]  Tipo dmﬁhmwu S. Jaacalis
Extraccion
EP Soxhlet Neg  Nep + Neg Neg Neg Neg
Maceracion +++ -+ + +—+ =+ ++— ++
CIf Soxhlet - - - - - - &
Maceracion ++ + Neg \a 3 Neg Neg Neg
A Saoxhiet + Neg ++ + - Neg B
Maceracion ++  Neg - * Neg + Neg
EtOH | Soxhiet + Neg Neg + Neg + Neg
Maceracion ++—  Neg + + + + Neg
MeOH | Soxhlet + + Neg + + - +
Maceracién ++ + + —t +t + ++

Tabla No. 1 Resultados comparativos de los halos de mhibicion contra diferentes
microorganismos de extractos obtenidos con extraccion en soxhiet y maceracion: (+++)
mayor de 15 mm. (++) de 12 a 14 num, (+) de 8 a |1 mun. ( Neg) no hay actividad. (-)mo

se efectuo.
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Sargassum fluitans
4.2 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos.

Cuon solventes de polaridad creciente, se obtuvieron 11 extractos que se
enumeraron del Sf 1.1 a S €.11, los datos representados en la tabla No. 2 indican
que los extractos con mayor actividad fueron @ el Sf 1.1 que comesponde al
extracto etéreo soluble en etanol y el Sf 2.4 comespondiente al extracto

claroférmico soluble en atanol; estos fueron elegidos para fraccionarios, probar la

actividad de cada una de las fracciones y caractenzar su @structura quimica.

Sargassum fluitans

St | Extraido Soluble E£. coli S aureus C.albicans S.enteridiis F.aeruginasa S.epidermidis S, facealrs
i1 Ep EtOH +++ ++ =+ + + +++ Neg
1.2 Ep A - +++ - Neg - - -
13 Ep CIf - o=k - - - - -
24 Cif EtOH  + Neg et + Neg ++ Neg
2.5 Cif A - Neg - = - s -
2.6 CIf Clf - - - . + - -
3.7 A EtOH +++ +++ i + Neg ++ Neg
48 A EtOH  ++ + + Neg + -+ Neg
49 | E'OH CH.CI;, - - - ++ Neg - Neg
510 MeOH EtOH + Neg St Neg Neg = F++
6.11| Agua Agua - - - Neg Neg Neg -

Tabla No. 2. Resultados de la evaluacion microbiolégica de los extractos de Sargassum
fluitans

4.3 Separacion y evaluaciéon bioldgica de los extractos activas.

4.3.1 Extracto Sf 1.1

Las 15 fracciones del exiracto SF 1.1 comrespondiente al extracto etéreo soluble en

etanol que se separaron por CC y se numeraron del $Sf1.1f1al SF1.1f15
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fueron evaluadas por su poder antibidtico contra C. albicans y S. aureus con el

méiodo ya explicado y de acuerdo a |os datos presentados en la tabla No. 3, las

fracciones que presentaron mayor actividad fueron las Sf1.116, Sf1.1f 11 y Sf

1.1 F 15
|Fracciones de Sargassum fluitans I
Extracto etéreo Extracto Cloroformice
Cromatografia en columna  Normal Cromatografia en columina Normal
Fracciéon S. aureus C. albicans Fracceion S. aureus C. albicans
Sf1.1f1 Neg Neg Sf24F1 +t++ Neg
Sf1.4t2 ++ + Sf2.412 Neg Neg
Sf1.1£¢3 + Neg SF24f13 Neg Neg
Sf11f4 + ++ Sf2.4F4 Neg Neg
sf1.1f5 + Neg Sf24€5 +++ +++
sSf1.1¥f6 1" +++ - Sf24f6. ++ ++
Sf1.1¢7 ++e ++ SF2.4F7 + Neg
Sf11f8 Neg ES Sfr2418. + Neg
Sf11f9 +*+ =+ SfF2.479 Neg Neg
Sf1.1410 Neg + Cromatoprafia encolumna  invertida
SF1A1F11 A" i+t +4b+ St2.4f10 ++ +
SF1.1F12 + Neg SF2.4f11 "W 4+ +++
SF1.1F13 Neg Neg Sf24112 + Neg
Sf1.1F14 Neg + Sf24113 + Neg
SF1.1¢15 “D” +4++ +4d Sf24114 F4++ ++

Tabla No. 3 Evaluacion microbiologica de las fracciones del extracto etéreo y cloroformico

de S flutans.
4.3.1.1 Fraccion SEf1.1 f6 Compuesto “ 1 “

La fraccidn eluida con cloruro de metileno, la Sf 1.1 f 6 compuesto
denominado “I' se separd en forma de aceite con un Rf 0687 , sus datos

espectroscopicos son |os siguientes:

Espectro de masas: m/z (abund). M* no aparece 86.05(2), 85.05(2), 84.05

(52), 83.15 (2), 6805(6), 67.05 (2), 66.05 (100),64.05(3)Fig. 12 a.
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Espectro de RMN 'H: en ppm 0.88(t), 1.28 (m), 4.15(s), 7.67 (m) Fig. No.
12. |

Espectro de RMN *C : en ppm. 10.71, 13.78, 22.32, 28.95, 29.73, 38.02,
67.32, 128.57, 131.49, 131,65, 166.90 Fig. No. 13

Espectrode IR: encm™ 1730 (f), 1134 (f) Fig. No. 14

4.3.1.2.Fraccion Sf 1.1 f11, Campuesto “ A
El compuesto “A" | fraccion eluida con cloruro de metileno/ metanol 9 : 1 con un Rf
0.43 tiene los siguientes datos espectroscdpicos:
Espectro de masas : nv/z (abund). 312 M' (9.3), 269 (7.9), 157 (14.5), 143
(6.1) 129(11.2), 101(498), 88 (100), 69 (47.7), 55 (67 4) Fig. No. 15
Espectro de RMN 'H enppm : 0.82 (6H, m) ,1.02 (3H,1,J69) ,1.22(25H,
m), 1.43(3Hd), 217(2H,1,J6.9), 342 (2H,tJ42). 413(2H, s) Fig No. 16.
Espectro de RMN "’C : en ppm 13.52 (CH3 ), 13.74 ( CHa:), 18.14 (CH3 )., 22.01
(CHy ), 24.41 (CH; ), 28.48 ( Multiplete para 10 C), 31.22 (CHz), 33.57 {CH,)
$6.94 (CH;), 67.28 (CH; ), 174.35(C=0) Fig. No. 17.

Espectros RMN de doble dimensién.

HETCOR : en ppm . Se encuentran coordinaciones entre ias siguientes:
C13:H08 C18:H10, C22: H12, C24:H12,C28:H1.2, C31:H 12,

C33:H21,C5 . H34,C67:H4.1FigNo.18
DEPT: El DEPT 135° nos muestra un picoa 13.56 (CH3), a1374 (CH, ) a

18.18 (CH; ), de 20 a 35 (cadenade CH ;) en 56.94 ( CH;) y©67.28 (CH ;) Fig.

No. 19.
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En el DEPT 90°: en ppm 13.56 (CH3 ), 13.74 (CH;), 18.18 (CH;3 ), 22.06 (CH;),
24,15 (CH:), 28 (Multiplete para 10C), 31.01 {CH;), 33.97 (CH,), 56.68
(CHz ). 67.04 (CH3) Fig. No.20.

En el DEPT 45° como principal sefial tenemaos a 28.67 ppm de un CH Fig. No. 21
COSY: encontramos correlacion entre |os protones 0.8 (2 CHym ) : 1.2 (cadena
de CH ), 3.4 (CHy):1.0{CH;), 2.1 (CHz) 1.8 (CH;) Fig No.22.

Concentracidon Minima Inhibitoria del compuesto “A”

La fraccion Sf 1 f 11, Compuesto A" fue la que presentd mayor
halo de inhibicion contra C. albicans, por lo que se hicieron diluciones para
conocer la Concentracién Minima Inhibitoria, pudiéndose observar actividad en
todas |as concentraciones : 0.16, 0.31, 063, 1.25 y 2.50 mg/mL, peor lo que se

reporta el MIC como 0.16 mg/mL

4.3.1.3 Fraccion Sf 1.1 f 15 Compuesto “D” El compuesic “D’
comresponde a la fraccion eluida con acetona/metanol 9 :1, con Rf 0.83 y cuyos

datos espectroscopicos son [0S siguientes:;

RMN 'Henppm: 083 (t)J7,125 (s),146(s) 235(t)J7,421(t) J§,
771(d)J3, 7.83 (d)J3Fig. No. 23.

4.3.2 Extracto Sf 2.4 Este comresponde al clorofdrmico y de el se
obtuvieron 9 fracciones separadas por CC (Sf24f1a Sf24F 9 )y § par
cromatografia en columna invertida (Sf 24f10a Sf24f 14 ) Fig. No. 7, alas
cuales se 18s probo su actividad contra C. albicans y S. aureus, de acuerdo a los

resultados presentados en la tabia No. 3, las fracciones mas activas fueron Sf 2.4
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f11ySf24f5 dela cromatografia nomal y la Sf 2.4 f 11 de la cromatagrafia

invertida que fue la unica que pudo purficarse
4.3.2.1 Fraccion Sf 2.4 111, Compuesto “ K

Fraccién obtenida en cromatografia en columna invertida usando bencenof/

acetona 9 : 1, con un Rf 0.45 cuyos datos espectroscopicos fueron los siguientes:

Espectro de masas: m/z (abund}. M* 226 (4), 189 (2.1), 140 (2.1), 127(2.3),
113¢6.3),99(9.4), 85(328), 71 (555),.57 {100), 55 (31.5) Fig Neo. 24.
RMN “‘Henppm. 0.86 (CH; ), 1.23 (cadenade CH3 ), 161 ( CHy)z, 3.21 (CHy),
3.62 (CH), 4.18 (CH) ) Fig. No. 25.

RMN "*C en ppm. 1408 (CH), 2265 (CH ), 24.71(CH ), 29 (cadenade CHy),
33.87 (CH ), 130.88(CH), 128.77 (CH ), 178.35 C= O Fig. No. 28.

COSY Se encontrd correlacion entre (0s siguientes desplazamientos de protones:
0.8 con 1.2, 4.2 con 1.2 y 1.8 con 2.3 Fig. No. 27,

IR en cm™' 2928 (f), 1730 ( m), 1126 (f).Fig. No. 28
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Ulva fasciata

4.4, Evaluacion de |os extractos obtenidos

Los datos representados en la tabla No. § nos indican que los

extractos no tuviercn una actividad relevante en 10s microorganismos que noes

interesan en este estudio ( Candida albivans y Staphylococcus aureus ) por lo gue

ne se llevd a cabo la separacion ni evaluacidn de sus fracciones.,

Ulva fasciata

No Lxerardo ~ Soluble E.coli S.aurews C.albicans S.emtendins P.aerugimara S.epidermudrs S, faecalis
ur112| EP EtOH +++ + + ++ ++ jroren +
UF.1.13 EP Cit - - - - ++ - -3
UF1.14 | Cif  EtOH +++ + Neg Neg ++ Neg Neg
uiz1s8| Cir Cif  +++ - ++ Neg Neg Neg Neg
Uf 3.16 A EOH ++ Neg + Neg + + Neg
w3i7| A cif - Neg - Neg + - -
Uf418 | EtOH EtOH +++ - Neg ++ Neg ++ Neg
Ufr419 | EtOH Agua - - - - Neg - -
Uf 520 | MeOH EtOH +++ + ++ ++ ++ + ++
Uf 521 | MeOH Agua Neg Neg - - Neg Neg Neg
Uf 5§22 | MeOH EtOH +++ Neg - - Neg - -
U623 | Agua EBWOH - - Neg ++ Neg e+ Neg
Ur6.24 | Agua A+ 4 + - + . -
Ure2s | Agua Agua Neg Nsg Neg - Neg Neg -

Tabla No. 5 Actividad de¢ extractos obtemdos de Ulva fasciata.
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Gracilaria foliifera
4.5. Evaluacidn de actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos.

Se gbtuvieron 10 extractos que fueron numerados como Gi 1.26 a
Gf 1.35, se {es realizd la evaluacion micrabiologica, y de acuerdo a los datos de
la tabla No.6 encontramos que los siguientes tuvieron actividad ' Ex Gf 1.26
(sxtracto etéreo soluble en cloroformo), Ex GF 3.29 (extracto acetdnico soluble en
etanol) y el ExGf 4. 30 (extraclo etanolico disueltc en etanol/A), los cuales

fueron elegidos para realizar un fraccionamiento biodirigido.

\Graciiaria foliffera ¢ tikvahiae ]
GF |Extraido Soluble Ecol S.aureds C.albicans S.entendits F.urugfnm S epiderrmidls  S. faecals
1.26 EP CIf > o it -+ - R Neg
2.27 Clf EtOh *4 + L2 2 d 4+ e 4+ Neg
2.29y CIf Clf e2+ - - 4 + - -
3.29 A EtOH 44+ +++ e + e s Neg
4.30] EtOH EIOH ++¢+ <4+ s + ++ + Neg
4.31] EtOH EtQH-A +++ - e Neg Neg Neg Neg
5.32] MeOH EIOH +% %%+ Neg +hé Fo ++ ~
5.33] MeOH Cif = Neg - Neg Neg Neg Neg =
6.34| Agua FEtOH-A Neg Meg Neg - * Neg =
€.35| Agua A *+5e Neg . . - . .

Tabla Ne. 6 Actividad antimicrobiana de extractos de Graailaria foliifera o tikvahiae

4.5.1 Separacidn y evaluacion micrabioldgica de extractos activos.

Se separaron 16 fracciones por medic de CC que fueron inscritas
como Gf1.26 f 1 a Gf 1.26 f 16, se evalud su actividad antimicrobial por el metado
descrito y segun los datos de |a tabla No. 7, § fracciones resultaron activas: Gf
126 f4, GF 126 f7, Gf1.26 18 Gf 126 f 8 y Gf1.26 { 11, de las cuales

solamente se pudieron purificar la GF 1.261 4y GfF1.26f 8.
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Gracilaria foliifera

Extracto etéreo Extracto clorofdrmico

Columna normal [ Columna Normal Columna invertida
Fraccidn S.ausus C sibicans Fraccion 8. auvreus C. slbicans Fraccion S.aureus C albicans

Gf Gf Gf

1.26 11 + Neg 3.29117 Neg Neg 3.29(27 Neg Neg
12612 * * 3.29118 Neg Neg 3.29(28 Neg Neg
1263 e Neg 329119 Neg Neg 3291280 Neg +++

1.26 14" et o 329620 Neg Neg 3.291730 >+ +
126 €5 * Neg 329121 +ee Neg 3.297131 WNeg +
12678 Neg I+ 3.20122 Neg Neg 3.20132 Neg Neg

12817 + ** 329723 Neg Neg 3.20133 Neg Neg
1.26f8 "G | +++ +* 3.20724 + - 3.20734 Neg +&

126¢89 +++ * 328128 Neg Meg 3207135 WNeg Neg
1286110 | Nsg +++ 329726 * +++ 329736 Neg Neg
1.28 €11 4+ +

126112 | Neg Neg  Extracto etdanolico

1.26 1713 Neg Neg Fraccidn

126114 | Neg N Gf

126115 | ++ * 4IEITCT

126116 | Neg Neg 430138 Neg
430139  +

Tabla No. 7 Actindad inhibitoria de fraceienes de extractos de Gracifaria foliifera contra
diferentes cepas de uCroOrgamSmMos.

4.5.1.1. Fraccion Gf 1.26 f 4 Compuesto “J”

La fraccion Gf 1.28 f 4 obtenida con la elucidén hexano/acetona 82 con un Rf

0.29, presenta los siguientes datos de espsectros:

RMN 'H en ppm. 0.80 (CH3), 1.30 (CH.). 4.82 y 5.41 H vinilicos Fig No 29

RMN “C en ppm . 14.21 ( CH3), 19.78 ( CHa), 29 (cadena de CH;), 118 a 129
(carbonos de dobles enlaces) Fig. No. 30

4.5.1.2.Fraccién Gf 1,26 f 8. Compuesto “ G

La fraccion eluida con A/MeQH 8:2 Gf 1.26 f 8 compuesto * G * con Rf 0.62,

presenta los siguientes datos espectroscdpicos:
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Espectro IR. 3384 (f), 2986 (m), 1667 (f), 1406 (m), 1035 (d).Fig No.31

Espectro de masas. m/z (abundancia ) No aparece icn molecular, 173 (1.4 ), 161
(0.52), 143 (4.5), 98 (18.5), 83 (33.2), 71 (100), 56 (41.1) Fig. No. 32,

Espectre RMN 'H en ppm. 1.28, 1.35 (d 17),1.66 (J 5), 2.31, 2.65, 2.97, 3.04,
3.40, 3.48. 3.55.3.683,3.98, 4.05 415, 4.18 (J 10), 4.26, 4.348, 4.47, 4.49. 5.16
{J 16), 6.43, 7.24, 8.15 Fig. No.33.

CQSY. Coordinacion de protones 6.43 con 2.31 y con 2.85, 3.63 con 4.34, 4.26
con 4.49, 1.66 con 3.04, 1.28 con 1.66, 1.98 con 1.66 Fig. No. 34.

Espectro RMN ’C en ppm. 13.93, 20.73, 22.47, 2340, 25.46, 27.59, 28.49,
29.07, 31.72, $2.95, 53.89, 55.09, €9.68, 69.84 71.03, 95.91, 125.98, 128.55,

156.71, 167.91, 209.67, 213.27 Fig. No. 35.

4.5.2. Extracto Gf 3.29

El extracto Gf 3.29 corespondiente al abtenido coan acetana y disuelto en etanol,
se separd por CC, se obtuvieron 10 fracciones Gf3.29f 17 a Gf 3.29 1 27, a las
cuales s€ les hizo la evaluacion microbiologica ( Tabla Na.7 ) teniendo actividad
relevante dos de ellas: la Gf 3.20 f 21 y la Gf 3.29 T 26, pero no se pudieron
punficar ni caracterizar quimicamente.

La otra parte del extracto aceténico (0.32 g), se comid en una columna preparativa
invertida utilizando como eluente cloroformo/metancl 96:4; se aobtuvieron las
fracciones Gt 329 f 27 a Gf 3.29 f 36 las cuales resultaron inactivas en las

bicensayos que se realizaron ( Tabla No. 7 ).
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4.5.3. Extracto Gf 4. 30

Las tres fracciones separadas por particion de este extracto fueron evaluadas
microbioldégicamente contra [0S microorganismos ya mencionados y de acuerdo a
los resultados de la tabla No. 7 elegimos la fraccion Gf 4.30 f 37 para su
caracterizacién.

4.5.3.1. Fraccion Gf 4,30 f 37, Compuesto “C”

Esta fraccian se obtuva en forma de cristales incaloros alargados con un punto de
fusion de 192-194°C y sus datos espectrales son los siguientes:

Espectro IR en cm ™ : 3137 (f), 1629 (d), 1402 (f), 1251 (d) Fig. No.36.

Espectro RMN 'H con supresion de agua en ppm 0.85 (J 7), 1.07, 1.19, 2.04,
249(J7) 3.06(J46),3.71(J7), 822 Fig. Na. 37.

COSY en ppm: se comelacionan los siguientes protones 3.9 con 3.7, 3.6 con 24
Fig.38.
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Ulva lactuca

4.6, Evaluacion de actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos

La actividad biolagica de 108 7 extractos obtenidos con los diferentes solventes se
analizd en los microorganismos mencionados. Los datos representados en la tabla
No.8 nos indican que los extractos no tuvieron una actividad reievanté en los
microorganismos que nos inleresan en este estudic (Candida albicans y
Staphylococcus aureus ) por lo que no se llevo a cabo la separacion ni evaluacion

de sus fracciones.

Ulva lactuca

Extraido | Sofuble E-colé S.zureus Calbicans S.enteridits P.aeruginosa S.epidermids S.fsecalis
EP Clf - + - +++ = +++ Neg
Cif EOH ¥ + + +++ 4 e Neg
Cif Cif +++ - - = * . .

A EIOH  ++#+  + * Ea2s e+t ++ Neg
EtOH Et0OH 4 ++ + +++ -+ + Neg
EtOH EtOH/A ++¢ - Neg ++ Neg Neg Neg
MeQOH |EtOH +H ++ +% Neg ++ S -

Tabla No. 8 Actividad Inhibitona de extractos de Ulva lactuca
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5.-DISCUSION

De acuerdo a |la hipdtesis que nos planteamos, la eleccion de
las algas fue realizada en base a los antecedentes de [a actividad presentada por
otras especies del mismo género estudiado y poar su localizacion en las costas de
Tamaulipas, dando resultados similares las colectadas en Soto La Marina y en San

Femando Tamps.

El métedo de extraccién con los que se obtuvieron mejores
resuitados encuanto a la actividad biclégica, ( tabla No.1), fue el de maceracion,
esto concuerda con le reportado en la mayoria de |0s rabajos publicados sobre
organismos marinos, en las que los autores utilizan material fresco (30} 0 seco
(43), y realizan las extracciones en frio en sus diferentes modalidades : ei
método de centrifugacion, (o utliza De Lara (25 ), para buscar propiedades
antibiéticas en algas benicniticas, l|a percolacién lo reporta Clark (87) para
realizar ensayos biodirigidos con el objeto de descubrir y desarollar nuevos
antibiticos, atros autores wutilizan ta maceracion con agitacion continua; este
uitimo método, aunqhe no fue utilizado en este trabagjo, por pruebas realizadas
postenormente, nos parece el mas recomendable ya que con él se obtiene mayor

cantidad de extracto.

Para |a evaluacion antimicrabiana se utilizaron los métodos de
bicautografia y difusion (85,86), y aunque el primero resultaba muy atractivo
porque es rdpide y eficiente, ya que es posible localizar la actividad de un extracto,
directamente sabre el cromatograma, no fue positle llevarlo a8 cabo por problemas

de contaminacion, por lo que se utilizd el de difusion que segun reportan Rios y



Cols. (85) , de acuerdo a una revision bibliografica que realizaron de 1947 a
1987 es el mas utilizado para este tipo de bicensayos en productos naturales

Se utilizd Ja Cromatografia en columna liquida y la Cromatografia
en columna invertida, esta ultima tiene la ventaja que se usa menor cantidad de
silica y sluentes que en Ia anteriar, pero es muy importante la CCF previa para
elegir la mezcla de eluentes mas apropiada, esta se basa en |a diferencia de Rf
entre dos manchas la cual debe ser mayor de 0.05 y ademds para una mejor
separacion la cantidad de muesira debera ser aproximadamente 0.5% de la

silica wutilizada.

Ulva fasciata

Se registrd actividad en esta especie en [os extractos obienidos a
partir de solventes no polares (Tabla No. 5), particuiarmente el del éter de petrélaa
Uf 1.12, pere accion relevante solo |a encontramos contra Eschenichia coli, por lo
que el proceso de separacion no fue continuado ya que en este trabaja nos
interesa |a actividad contra C. albicans y S aureus.

Ulva lactuca

La Ulva lactuca aligual que otras espedies de esle género ha sido
utilizada en medicina papular, sobre todo en Asia ( € ), ya que poseen actividad
antimicrobial por el acido acrilico que contienen, sin embargo en los
microorganismos de nuestro interés C. albicens y S. aureus , los extractos
obtenidos no tuvieron actividad relevante por lo que siendo este un estudic
biodirigida na fuaron tomados en cuenta para seguir con el proceso de separacion

y elucidacidén de estructuras.
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Gracilaria foliifera o tikvahiae

Otra especie cuyo estudio nas p'arecié importante dado los
resultados obtenidos ( tabla No. 6 ) fue la Graciiaria foliifera o tikvahiae; en esta
alga encontramos actividad antimicrobiana tanto en los extractos obterudos con
solventes no polares como en los polares por lo que continuamas con la
separacian de los extractos activos contra C. albicans y S. aureus. ( Fig No. 25 ),
el obtenido con éter de petrdleo (Gf 1.26), con acetona ( Gf 3.29 ) y con etanol
(Gf 4.30),

Del extracto Gf.1.26 de Gracilana folifera, se separaron y
purificaron 2 fracciones, la Gf 1.26 f 4 a la que se le denomind compuesto “J~, y

la Gf 1.26 f 8 compuesto “G".

Compuesto “J”

El compuesto “J " , extraido con un solvente no polar como el
éter de petrdleo, presenta desplazamientos quimicos en el espectro ' H RMN  (Fig.
No. 26 ) en la regién de metilos, 0.9 y 1.3 ppm, de metilenos caracteristicos de
una cadena de hidrocarbonada y los de 4.8 y 5.4 ppm nos indican protones de
carbonos insaturados; estos, en el ¥ C RMN (Fig No. 27) aparecen entre 118 y

129 ppm, de lo que se desprernde que tenemos una cadena alifatica insaturada.

Compuesto “G”

En el espectro de IR (Fig. No.28 ), observamos una banda

muy ancha en 3335 cm’', y otra en 1035 cm™ que nos hacen suponer varos
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enlaces O-H y C-O que no son de un acido porque el carbonilo aparece con una
banda fuerte en 1665 cm, propia de una cetona conjugada con un doble enlace ©
de una amida, por estes valores dedujimos que en nuestro compuesto podriamaos
tener estos grupos funcionales; en el espectro 'C RMN (Fig. No. 32), encontramos
el picc que nos confima el carbonito de la cetona a 213 ppm, en la region de
carbonos unidos a OH entre 55 y 69 ppm y varios picos entre 29 y 31 ppm de
carbonos adyacentes a posiciones vinilicas (89); en la regidn de insaturaciones,
124 a 130 ppm encontramos varias picos que Nas hacen supaner que en nuestra
compuesto tenemos dobles enlaces y esto lo confimamas con el espectro de
masas (Fig. No 28) , donde aparecen picos con diferencia de 12 unidades como
m/z 173-161, 83-71 que indican este tipo de estructura, no encontramas
diferencias de 18 unidades que corresponderian a eliminacion de agua por grupos
axhidrilos porque seguramente esia parte se elimind previamente ya que no
aparece el ion molecular, el pico base m/z 71 puede comespondera C;H; C=0,
propio de cetonas, estos datos, ademas do los del ' H RMN ( Fig. No. 30 ), con
un pico con desplazamiento quimico en 52 ppm j = 15.4 caracteristico de
protones vinilicos en trans y varios picos entre 3 y 4 ppm que corresponden a
oximetinos de glucdsidos (75), que de acuerdo al COSY (Fig. No. 31) estan
correlacionados entre si, nos hacen suponer Jue tenemos un compuesto

insaturado con un grupe carbonilo cetonico que se encuentra como gllicésido.

Los cristales obtenidos del extracto etandlico Gf 4.30 f 37, que
tuvieron actividad ( Tabla No. 6 ) ya purificados ¢con punta de fusidn 192°-194° se

denominaron Compueste “‘C".
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Compuesto “C
De acuerdo a los datos del espectro de IR ( Fig. No. 33 )

suponemos que se trata de una sal de amonio por la bandas fuertes a 513? ya
1402 cm ' de estiramiento y flexion respectivamente, del enlace N-H propios de
estos compuestos segun Pasto y Jahnson (92). En el espectro ' H RMN (Fig. No.
34 ) aparece un pica con desplazamiento quimico a 3.7 ppm J 7 comrespondiente
a metilenos unidos al nitrogeno ( 88 ) y los relativos a metilos y metilenos
aparecen a un campo mas bajo que de aordinario, de acuerdo a estos datos

suponemaos que es una sal de amonio con pocos atomas de carbono.
Sargassum fluitans

Los extractos obtenidos de Samgassum fluitans ( tabla 2 ),
presentaron actividad antimicrobiana relevante, en especial el S$f.1.1, que
corresponde al extraido en éter de petrdleo, la actividad biolégica reportada para
algas cafe es predominantemente citotoxica y antimicrobiana y Tringali ( 9 )
reporta esta accidn en extractos lipofilicos. Ademas el Sf24, extraido en
cloroformo tambien presentd halos de inhibicidén importantes por lo que estos dos
extractos fueron elegidas para su separacion por métodos cromatograficos { Fig
No 7).

Del extracto S.f.1.1, Sargassum fluitans extraido en éter de petrolec
se gbtuvieran tres fracciones con actividad contra Staphyloccus aureus y Candida
albicans ( tabla No 3 ) |a fraccion Sf 1.1 f 8, denominada Compuesto * | * ; la Sf

1.1f 11, compuesto “A " ylaSf1.1f15, compuesto “D”.
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Del extracto S.f. 2.4 Sargassum fluifans extraida en cloroformo, sélo pudo ser
purificada wuna fraccion que denominamos compuesto ‘K", separada por
cromatografia en columna invertida; particularmente nos interesaba esta fraccion
por haberia obtenido con un método en el que utilizamos al 20 % de |a silica y el

10 % de los eluentes usados en CC.

COMPUESTO 1"

El espectra de masas ( Fig 9 ) nes indica un compuesto
que se descompone facimente, esto 10 deducimos por que no aparece el iGn
malecular, las fracciones F' - 16 y F - 18 | Ia presencia de Oxigeno y el pico F -
34, de azufre, ademas el espectro en general y e| pico base m/z 66 nos indica un
heterociclica aromatico ( 88) , lo cual confirmmamos con el RMN 'H que presenta
un multiplete en 7.6 ppm con una J = 3.9 que de acuerdo a Silverstein ( 89) se
trata de un anillo de furane y en el * C RMN, lo ¢omobaramos con la absorcion
en la regién de arvmaticos . El pico fuerte en el IR (Fig. 10 @) a 1134 cm™ nos
- confirma (& unidn C - O. y la presencia del grupo carboniio a 1730 em™ tipico de
un éster, lo que confirmamos con el * C RMN con la absorcion a 166 ppm, por o
que suponemos tenemas un compuesto con una funcidn aster un anille de furano
y una cadena con azufre, de acuerdo a los datos anteriores suponemas que al

compuesto “I” tenga una parte de su molécula de la siguiente manera:
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COMPUESTO “D”

Debido a que se abtuvo muy poca cantidad de este compuesto
s0lo fue posible realizarel ' H RMN ( Fig. No. 19) el cual presenta picos a campo
afto de metilos y metilencs y dobietes en fa regién aromatica que de acuerdo & su

J = 3 pudiera tratarse de un compuesto aromatico con sustitucion en meta.

COMPUESTO “K"

De acuerdo al espectro ' H RMN ( Fig. No. 20 ) encontramaos
picos Caracteristicos de un éster de acido graso insaturado; Carballeira ( €8 ),
reporta valores similares en el dcido 7-metil-6 actadecenoico obtenido en Holoturia
mexicana. El triplete a 0.8 ppm esta comelacionado de acuerdo al COSY (Fig. No.
22 ) al pico de la cadena de mefilenos a 1.2 ppm, ademas ( Fig. No. 22a ),
encontramos correlacidn de los picos con 3. 6 con 4.1 ppm con una J = 56
comespondiente a protanes de doble enlace conjugado con carbenilo ( 110), y 1.6
con 2.3 carrespondientes a radical etilo; para confirmar lo anterior, analizamos el
espectro de * C RMN ( Fig Ne. 21 ), que presenta desplazamientd quimico en la
region de carbonilo de ésteres a 178 ppm, los picos entre 125.8 y 130.8 ppm
correspondientes a carbonos insaturados | los picos caracteristicos de la cadena
hidrocarbonada alrededor de 29 ppm y el del metilo unido a la cadena a 14 ppm,

por lo que praponemas la siguiente estructura.



$ 4 3 2 1 17 2

V(\) WO ~
n

o

Asignacion de senales:

Posicion 'H enppm ™ € en ppm

1 178
2 38 130
3 41 125
4 1.2 29
5 0.8 14
1 2.3 68
2 16 22

COMPUESTQ “A™
Fue el mas importante en nuestro trabajo ya que presenté mayor

actividad antimicrobiana que todos los aislados, can un MIC contra C. albicans de
0.16 mg/mL, por tal motiva se siguié con el proceso de purficacion para

determinar su estructura quimica por métodos espectroscopicos.

El pico base del espectro de masas ( Fig. No. 11), m/z 88, es
caracteristico de un éster etilico, no aparecen picas con diferencia de 12 unidades
de masa y por el ion molecular m/z 312 suponemos una formula C o Hy O 2,
con un indice de insaturacion igual a 1, la deflexion del picoc m/z 143 entre los de
m/z 129 y miz 157 nos indica una arborescencia de un radical metilo, (89,90) en

esta posicion; con estos datos suponemos que se trata de un éster etllico de un



acido graso de 17 &tomos de carbono con un metilo coma ramificacion en el

carbon No. 8.

Para confirmar esta estructura nas basamos en el espectro 'H
RMN ( Fig. No 12 } lo comparamos con el del éster etilica del acide estearico
(Fig. 12 a ) que aparece en el catalogo de Aldrich ( 91 ), en el cual observamas
que entre el pico del protén con desplazamiento quimice 0.8 ppm y el de 1.2 ppm
que pertenece a la cadena de metilenas comun en acidos grasos ( 67,30 ) no
aparece otro pico; a difersncia del ester det catdlogo que es de cadena linsal, en
nuestro campuesto aparece un triplete en 1.0 ppm, que integra para 3 protones,
unido de acuerdo al COSY ( Fig. No. 18 ), al que tiene desplazamiento quimico 3.4
ppm que integra para 2; en este campo tenemos ademads otro en 0.82 ppm que
integra para 6 protones y que de acuerdo al COSY estd comrelacianado con la
cadena de metilenos que aparece a 1.2 ppm que integra para 25 protones, esto
concuerda con Choudury y Traguair (80) que reportan en los datos espectrales del
acido 4 metil-heptadecancica, dos metilos de la cadena, el temminal y el
ramificado con el mismo desplazamiento y en |a cadena de metilenos, el CH
donde esta unido este dltimo; otros picos que aparecen son : un triplete en 2.1
ppm comespandiente a un metileno unido al carbonilo y otro a 1.4 que intagra
para dos y esta unido a la cadena de metilenos, ( Fig. No. 18 ) Estos datos los
corroboramos con el ¥ C RMN vy los espectros de doble dimension: DEPT 45 ©,

90°, y 135°y HETCOR.

En el espectro de > C RMN (Fig. No. 13 ) encontramos a
campo baja el pico correspondiente al carbdn del carbonilo del éster con un

desplazamiento quimico de 172 ppm, como lo reporta Silverstein (89) , uno a 33
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ppm, otra a 31 ppm y &l conjunto de picos de los metilenos caracteristicos de una
cadena de acidas grasas en 28 ppm (20 ), ademas de los desplazamientos del
radical etilo del éster, 56 ppm para el metileno y 18 ppm para el metilo, estos datos
los corroboramos con los DEPT : en el de 45° ( Fig. No. 17 ) encontramos como
sefial principal |a de 34.5 ppm comrespondiente a un CH; en el de 135° ( Fig. No
15) los tres metilas & 13.56, 13.74 unidos a la cadena y 18.13 ppm el del radical
etilo, de este mismo radical el metileno a 56 ppm y el conjunto de metilenos de la

cadena hidrocarbanada.

Todos los datos anteriores son comroborados per el HETCOR
(Fig. No. 14 ) que nos correlaciona los picos siguientes: las carbones (metilos) 13.5
y 13.7 con {os protanes 0.8 ppm, el metio 18 ppm con el protéa 1.0 ppm, los
metilenos de la cadena hidrocarbonada empezando con el unida al carbonilo 33
con 2.1 ppm, 31 con 1.4 ppm Yy los localizados entre 28.2 y 28.9 ppm con el
multiplete a 1.2 ppm, ademas del metileno del radical atilo 56 ppm con 3.4 ppm

que aparece a campo mas bajo por estar unido directamente con el oxigeno,

Por los datos expuestos anteriormente proponemos que la
estructura del compuesto “A” es la del ESTER ETILICO DEL ACIDO 6 METIL
HEPTADECANOICO, el hecho que lo obtengamos como éster etilico puede ser
un artefacto y deberse al proceso de extraccidon como lo indica Guerreiro ( 77 ) ya
que los acidos grases como tales son comunes en los Qrganismos marinas y su
actividad bioldgica ha sido repartada cientificamente desde Pratt en 1951 ( €1 )

hasta Caballeira en 1997 (71).
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La fragmentacién en el Espectro de masas es la siguiente:

% 4 mie 129

mie 157

e
Cqug‘EL/‘uj\o/\—» C14H29—" . )I\o/\

m/e 88

La asignacion de as sefiales de '"HRMN y de ™ C RMN se
proponen de la siguienie manera:

15 13 11 9 7 -] 3 1 OV/
2!

e 16 14 12 10 8 6 4 20 1

Pasicion 'H en ppm " Cenppm
1 174
2 217 33
3 1.40 31
4 al 16 1.20 2823289
17y 18 0.88 13.5y13.7
1 3.43 56
2' 10 18
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Una vez que la estructura quimica de este compuesto fue
determinada, se hizo una exhaustiva busqueda bibliografica a través del Banco de
Informacion del Chemical Abstracts System ( CAS ): no encontrandose referencia
alguna sobre este compuesto en organismos marinos, solamente acidos grasos
de 15 a 19 atomos de carbon con un radical metilo en las pasiciones 6, 7, 8 0 9
estan reportados (93) en un insecte del género Muscidae, pero especificamente,

el Acido 6-metil-heptadecanoico es la primera vez que se encuentra en
organismos marinos,

101



6.- CONCLUSIONES

Corroboranda nuestra hipotesis, los extractos de las algas estudiadas,
mostraron actividad antmicrobiana relevante, contra los microorganismos
utilizados.

Los extractos no polares de Sargassurm fluitans, presentaron el mayor indice de
inhibicicn contra E. coli, 8. aureus, C. albicans, y S. epidermidis, los de
Gracifaria foliifera contra E. coli S. aureus, C. albicans, S. entenditis y S.
epidermidis.

Del extracto eter de petroleo de S. fluifans, se obtuvieron tres compuestos con
actividad antimicrobiana, un derivada del furano sustituida con una cadena que
contiene azufre, un éster etilico de un acido graso ramificsdo y un compuesto
aromatico.

De la Gracilana foliifera se obtuvieron tres compuestos activos : una sal de
amonio, un compuesto con una cadena insaturada y un glicdsido.

El compuesto que presentd mayor actividad aniibiotica contra Candida albicans,
can un MIC de 0.16 mg/mL fue obtenido del extracto de éter de petrdleo de S.
fluitans y su estructura correspondse al ESTER ETILICO DEL ACIDO 8 METIL
HEPTADECANOQICO

El compuesto antericr ne ha side reportado en la literatura referente a
organismos marinos.

Con el método de cromatografia invertida s8 logro separar e identificar

compuestos activos, utilizanda el 10 % de la cantidad de reactivos usados en
CC., por lo que se recomienda para €l estudio de productos naturales.
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RECOMENDACIONES

Dado que el compuesto que se obtuva presenta una actividad
antimicrobiana relevante seria interesante continuar su estudio, por ejemplo su

sintesis ¢ su mecanismo de accion a nivel celular.

Los extractos de Samgassum fluitans presentaron tambien actividad
cantra S. epidermudis y S faecaiis par la que seria importante hacer un estudio de
elios y elucidar las estructuras de (0s compuestos activos, asi como ampliar las

pruebas con otros microorganismas.

Los metodos quimicos y microbiolégicos utilizados en la busqueda
de metabolitos activos de productos naturales, deberan ser objeto de pemanente

estudio para hacerlos mas eficientes y econdmices.
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