UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MUEVO LEON
FACULTAD DE MEDICINA

“"COMPONENTES QUIMICOS DE ALGAS DEL
ESTADO DE TAMAULIPAS Y SU APLICACION
FARMACOLOGICA”

POR
MA, AZUCENA ORANDAY CARDENAS

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER
EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS
CON ESPECIALIDAD EN QUIMICA BIOMEDICA

SEPTIEMBRE DE 1998







LT

0000000000



NIVERSIDAD AUTO?\OMA DENUEVOHEON
PFACULTAD DE MEDICINA

PARA {'J I’ENE.cv.

* "T A
\a,?,l..n,{




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE MEDICINA

“COMPONENTES QUIMICOS DE ALGAS DEL ESTADQ DE
TAMAULIPAS Y SU APLICACION FARMACOLOGICA"

Por

MA. AZUCENA ORANDAY CARDENAS

#

%
Como requisito parcial para obtener el Grado de DOCTOR EN CIENCIAS
con especialidad en Quimica Biomedica.

Septiembre, 1998



TESIS

(% )



ESTUDIOS DE LOS COMPONENTES QUIMICOS DE ALGAS MARINAS DEL
ESTADO DE TAMAULIPAS Y SU APLICACION FARMACOLOGICA

Aprobacion de la Tesis:

D Yotrs Gulbe Tapte DL
DRAZMARIA JULIA VERDE STAR
Presidente

Vtoisa) £75

TDRA/ MA. DEL SOCORRQ/FLOHES GONZALEZ
' Secretario

63@

DR. LUIS J. GALAN WONG
Ter. Vocal

Y/

DRA. HERMINIA GJ INEZ RODRIGUEZ
- 24d6.

cal

b el Aol ffo~—

DRA. NOEMI WAKSMAN DE TORRES
3er. Vocdl

DR. ROB ERCADO LONGORIA
director
De Investigaci studios de Posgrado



Dedico esta tesis:

Con amor, a mi esposo Ing. Félix A. Barrera Canales quien siempre me ha
animado y brindado todo el apoyo necesario para la culminacion de mis objetivos.
Gracias por estos felices afios que hemos caminado juntos.

Con todo carife a mis hijos Félix Amador, Jesus y Emesto Alexis, inspiracion y
orgullo de mi vida, gracias por su comprension, palabras de apoyo y regafio que

siempre me han dado.

A mi hemano Jesus y mis sobrines Jesus y Adi, con mucho carnfio, por ser parte
muy impartante de mi vida y por brindarme palabras de alientg en mis astudios.

A mis padres politicos Félix y Genoveva, parsu gjemplo y apoyo maral.



A la Dra. Ma. Julia Verde Star por la confianza y apoyo que a través del tiempo me
ha brindado, por el gjemple de superacion que ha sido para mi, pero sobre todo
por haberme dado el regalo mas preciado para el ser humano: la Amistad.

A la Dra. Noemi Waksman de Tormes con mi admiracion por sus conocimientos,
por haber confiado en mi al aceptarme an el programa de Doctorado y porque en
todo este tiempo supe que podia contar con $u apoyo y amistad. Muchas gracias.

A mi compafiera de afanes y gran amiga Catalina Rivas Morales quien siempre
tiene una palabra adecuada para impulsarme a seguir adelante.

A la memoria del Dr. Manuei Rodriguez Quintanilla, por sus ensefianzas y por
abrirme las puertas de su Laboratorio con toda la amabilidad que le caracterizaba

A todos mis Maestres, que en ¢l correr del tiempo me han dado su sabiduria y

ejemplo.

A todos mis amigas y comparieros.



AGRADECIMIENTOS:

A la Dra. Ma. Julia Verde Star por el apoyo incondicianal que me brindé para

llevar a cabo la elaboracion de este trabajo en @l Laboratorio de Fitoguimica.

A 1a Dra. Noemi Waksman de Tolres portodas las ensefianzas que recibi en este
tiempo que transcurrieron mis estudios y las facilidades que me brind6 para fos
espectros de RMN.

Al Dr. Luis J. Galan Wong par haberme siempre animado a la terminacion de este
proyecto y por las sugerencias en el preseante escrito.

Al M.C. Juan Manuel Adame Rodriguez, Director de la Facultad de Ciencias
Biologicas, por preocuparse por la superacion de los maestros y por el apoyo que
me brindo para llevar a cabo la realizacion de esta meta.

A la Dra. Herminia Martinez Rodriguez por ser un ejemplo como Maestra y por las
observaciones en la revision de este trabajo.

A la Dra. Myrthala Moreno por [a atencian que siempre me brindé durante mis
estudios y aceptar ser parte de ia comision de tesis.

A la Dra. Ma. del Socomrro Flores de Castaneda por haber aceptado amablemente
ser parte de mi jurada de disertacion doctoral.



A CONACYT, mi agradecimiento sincero por €l apoyo brindada con (@ beca No.
85659 otargada para mis estudios y el Proyecto Ref. 4041-P.B para la realizacion
de mi tesis.

A [a Dra. Leficia Villarreal Rivera por €l apoyo brindado en fa caolecta de algas y en
la clasificacion bqténica de |las especies en estudio.

Al personal del Dpto. de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la UANL por
su cooperacion en el desanollo de este trabajo y en particular al Sr, Caros Paz por
la ayuda que me brindd.

A los integrantes del Departamento de Farmacologia por la amistad que me
brindaron a través del tiempo que durd esta etapa.

Al M. C. Adolfo Cabaliero y Ja M. C. Verdnica Rivas por su paciencia y atencion
para realizar los espectras de RMN.

Al Dr. Luis Enrique Elizakde del Centro de Investigacion de Quimica Aplicada de
Saltillo por reaiizar con la mejor disposicion los espectros de Espectro de Masas.

Al Dr. Ramiro Quintanilla Licea, por su apoyo para la realizacion de los espectros
de Infrarrojo llevados a cabo en a Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL.

Al personal de la Subdireccion de Postgrado de |a Facultad de Medicina U A N.L.
ror las atenciones que me prestaron en los tramites ahi realizados.



TABLA DE CONTENIDO

Capitulo

1. INTRODUCCION

1. 1 Antecedentes .

1.1.1 Phaeophytas .
1.1.2 Rodophytas .
1.1.3 Chloraphytas .
1.1.4 Acidos grasos . .

Hipdtesis y abjetivos.
2. MATERIAL ¥ METODOS

2.1 Material vegetal, clasificacién y descripcion botanica

2.1.1 Sargassum fluitans .
2.1.2 Ulva fasciata .
2.1.3 Gracifaria foliifera .
2.1.4 Uhla lactuca .

2.2 Extraccion del material vegetal

2.2.1 Lixiviacion en columna . .
2.2.2 Maceracidn a temperatura ambiente
2.2.3 Extraccion continua €n Soxhlet .

2.3 Separacion de fracciones

2.3.1 Cramatografia Planar . .
2.3.1.1 Preparacién de piacas .
2.3.1.2 Agentes cromogenicos .
2.3.2 Cromatografia en columna .
2.3.2.1 Preparacion de la columna .
2.2.2.2 Gel de Silice .

2.3.2.3 Aplicacion de la muestra .

Pagina

= @0 O~ W

16
18
20
22

24
24
24

25
25
25
26
25
26
26



2.3.2.4 Eludon en gradiente . .
2.3.3 Cromatografia en calumna seca “invertida” ..
2.4 Cristalizacion .
2.5 Metodos fisicos .
2.6 Metddos espectroscopicas . .
2.7 Evaluacién microhiologica . .

2.7.1 Microorganismos utilizados .

2.7.2 Estrategia para la evaluacion de actividad antimicrabiana . .

2.7.3 Curva de actividad de Ampicilina .

3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Pruebas preliminares para elegir tipo de extraccion .
3.1.1Preparacion de extractos .

3.1.2. Evaluacian de la actividad micrabiana .
3.1.2.1 Activacion y vialidad de cepas .
3.1.2.2 Ensayo de actividad de extractos .
3.2 Sargassum fluitans

3.2.1 Preparacion de los extractos .

3.2.2 Evaluacion de log extractos obtenidos .

3.2.3 Extracto Sf 1.1
3.2.3.1 Separacidén cromatografica .
3.2.3.2 Evaluacion microbioldgica .
3.2.3.3 Fraccion SfF1.1{8.
3234 Fraccion Sf1.1f12 .
3235Fraccon S{f1.1F15 .

3.2.4 Extracto Sf2.4
3.2.4.1 Separacion cromatografica .
3.2.4.2 Evaluacion micrabialogica .
3.2.43Fraccion Sf2.4 111 .

3.3 Uiva fasciata
3.3.1 Preparacion de extractos .
3.3.2 Evaluacion de actividad antimicrobiana .

27
27
28
28
28
29

29
29
30

31
31

31
31
32

33
33

35
35
37
37
37

37
a8
38

39
39



3.4 Gracilaria foliifera o tikvahiae
J.4.1 Preparacion de extractos .

3.4.2 Evaluacion de actividad antimicrobiana .
3.4.3 Extracto Gf 1.26

3.4.3.1 Separacidn cromatogrifica .
3.4.3.2 Evaluacion microbiologica de las fracciones obtenidas .
3.4.3.3Fraccion Gf 1.26f4 .
3.4.3.4 Fraccion GfF 1.2678 .
3.4.4 Extracto Gf 3.29 .
3.4.5 Extracto Gt 4.30 . .
3.4.5.1 Fraccidon GF 4.301 37 . .
3.5 Ulva lactuca
3.5.1 Preparacion de extractas .
3.5.2 Evaluacion microbicldgica .

4 RESULTADOS

4.1 Pruebas preliminares para elegir tipo de extraccion .
Sargassum fluitans
4.2 Evaluaciéon antimicrobiana de extractos abtenidos .
4.3 Separacion y evaluacion de los extractos activos ..
4.3.1 Extracto §f1.1 .. . -
4.3.1.1 Fraccién Sf 1.1 16 Compuesto * | *.
4.3.1.2 Fraccion Sf 1.1f 12 Compuesto “ A ™.

4.3.1.3 Fraccion 5f1.1. f 15 Compuesto “D “.
4.3.2 Extracto Sf2.4 .

4.3.2.1 Fraccion Sf 2.4 f 11 Compuesto " K * .
Ulva Fasciata

4.4 Evaluacion de los extractos obtenidos .
Gracifaria foliifera

4.5 Separacion y evaluacion de los extractos obtenidos .

4.5.1. Separacion y evaluacidn de los extractos activos . .

41
41

41
43
a3
43
43
45
45

48

48

49
49
49
50
S5
65
85
73

74

75
75



4.5.1.1 Fraccion Gf 1.26 f 4 Compuesto “ J * . . . 76

4.5.1.2 Fraccién Gf 1.26 8 Compuesto “ G “ . . . 76
4.5.2 Extracto Gf 3.29 . . . . . . . 79
4 5.3 Extracto Gf 4.30 . . . . . ; ; 85
4.5.3.1.Fraccion Gf 4.30 f 37 Compuesto * C * . . . 85

Ulva lactuca
4.6 Evaluacion antimicrobiana de extracias . . . . . 89
5 DISCUSION . . . . . . . . . 90
6 CONCLUSIONES . . . ) . } ; 102
7 RECOMENDACIONES . . . . . . 103

& REFERENCIAS .. . . . . . . 104



Figura

10
11

12t
12
13
14
15
16
17
18
19

20

LISTA DE FIGURAS

Alga : Sargassum fluitans

Alga : Ulva fasciata

Alga : Gracifana foliifera

Alga : Ulva lactuca

Curva de Ampicilina

Obtencion de extractos de $. fluitans
Separacion de fracciones de 3. fludans

Obtencion de extractos de Ulva fasciata

Obtencion de extractos de Gracifarig foliifera.

Separacion de fracciones de G. fofiifera.
Qbtencidon de extractos de Ufva factuca.
Espectro de masas del compuesto |
Espectro 'H RMN del compuesto |
Espectro C RMN del compuesto |
Espectro IR del compuesto |

Espectro de masas de| compuesto A
Espectro 'H RMN del compuesto A
Espectro  *C RMN del compuesto A
Espectro HETCOR del compuesto A
Espectro DEPT 135° del compuesto A

Espectro DEPT 90° del compuesto A

Pagina

17
19
a1
23
30
34
36
40

42

43
51
52
93
54
o6
57
58
59
61

62



21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

37

38

Espectro DEPT 45° del compuesto A
Espectra COSY del compuesto A
Espectro "M RMN del compuesto D
Espectro de masas del compuesto K
Espectro 'H RMN del compuesto K
Espectro °C RMN del compuesto K
Espectro COSY del compuesto K
Espectro IR del compuesto K
Espectro 'H RMN del compuesto J
Espectro '°C RMN del compuesto J
Espectro IR del compuesto G
Espectro de masas del compuesto G
Espectro 'H RMN del compuesto G
Espectro COSIY del compuesto G
Espectro "°C RMN del compuesto G
Espectro IR del compuesto C
Espectro 'H del compuesto C

Espectro COSY del compuesto C

83
64
66
67
68
69
70
72
77
78
80
81
82
83

86
87

88



Tabla

b I v

LISTA DE TABLAS

Resultados comparativos de los halos de inhibicion de
extractos obtenidgs can extraccion en soxhlet y maceracion.

Resultados de la evaluacion de los exiractos de Sarmgassum
flutans

Evaluacion microhiologica de las fracciones del extracto
etéreo y cloroformico de S, Auitans.

Actividad de extractos abtenidos de Uiiva fasciata.

 Actividad antimicrobiana de extractos de Gracilania foliifera

Actividad inhibitoria de fracciones de extractos de G. fuliffera

Actividad inhibitoria de extractos de Ulva lactuca

Pagina

48

49

50
74

75

89



ABREVIATURAS

A Acetona
CC Cromatografia en columna
CCF Cromatografia en capa fina
cols. Colaboradores
EOSY Correlation  Spectroscopy
C RMN Resonancia Magunética Nuclear de Carbono trece
CIf Clorcformo
DEPT Distorsionless Enhancement Polarization transfer
EM Espcctro de masas
EP Eter de petroleo
EwOH Etanol
Ex Extracto
HETCOR Heterogeneous Correlation
"HRMN Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno
IR Infrarrojo
)| Constante de acoplamiento
MeQH Mctanal
m/z Relacion masa-carga
MHZ Megaherz
MIC Concentracion Minima inhibitoria
ppm Partes por aillon
Rf Razon de velocidad de flujo de la muesira con respecto al elucnte
UFC Unidades formacdoras de colonias
UANL. Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
pl Microlitro
Claves para nombrar los extractas y fracciones
5f 1 1 f 1
Especic Solvente No. dc Ex Fraccién Na. de fraccion
Especies
5f Nargassum fluitans
Uf Uiva fasciata
Gf Gracilaria foliifera
ul Ulva lactuca
Solventes
1 Eter de petrdleo
2 Cioroformo
3 Acetona
4 Etanol
5 Metanal
6 Agua



“COMPONENTES QUIMICOS DE ALGAS DEL ESTADO DE TAMAULIPAS Y

SU APLICACION FARMACOLOGICA”

Este trabajo de investigacion fue realizado en el Departamenta de Microbiologia de la
Facultad de Medicina de la UAN.L, en el Laboratorio de Fitaquimica del
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL. y

en el Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la U AN.L



RESUMEN

Ma. Azucena Oranday Cardenas
Fecha de obtencion del grada: Septiembre 1998
Facultad de Medicina, Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn

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

Candidato al grade de Doctor en Ciencias con espscialidad en Quimica Biomeédica.
Area de estudio: Guimica Biomedica

Propodsita y método de estudio: Las algas mannas constituyen una fuente rica y
variada de compuestos can actividad bioldgica y el objetivo del presente trabajo
fue obtener compuestos con actividad antimicrobiana de cuatro especies Yy
determinar su estructura quimica. Las algas Sargassum fluitans, Ulva fasciata,
Uiva lactuca y Gracilana foliifera, se colectaron en las costas de Tamaulipas Mex.,
se obtuvieron de ellas, extractos con scolventes de polanidad creciente qus se
probaron contra E. coli, S. aureus, C. albicans, S. faecalis, S. epidermidis, S.
enteriditis 'y Pseudomonas aeruginosa por &l métoda de difusion. Los extractos
aclivos fueron separados por cromatografia en columna y cromatografia invertida y
evaluada su actividad contra C.afbicans y S. aureus, las fracciones con actividad
relevante fueron purificadas y determinada su estructura por métodos
espectroscdpicos.

Contribuciones y Conclusiones: Los extractos de la algas elegidas mostraron
actividad antimicrobiana relevants contra los microorganismos estudiados,
presentaron mayor indice de inhibicion los de Sargassum fluitans y Gracilana
foliifera y el compuesto que presentd mayor actividad antibidtica contra C.
albicans con un MIC de 0.16 mg/mL fue oblenido del extracto éter de petrdleo de
S. fluitans y su estructura comespondio al ESTER ETILICO DEL ACIDO 6 METIL
HEPTADECANOQICQ, el cual no ha sido reportado en la literatura.

Con el método de cromatografia invertida se logrd separa e identificar compuestos
activos utilizando el 10 % de |la canhdad de reactivos usados en cromatografia en
caolurmna.
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1.- INTRODUCCION

El mundo natural ha sido el grigen de la mayor parte de Ids
agentes medicinales y las plantas constituyen una parte importante de esas
fuentes, su utilizacion para aliviar las enfermedades ha sido una preocupacion
para el ser humano desde sus principios y en todos los espacios y tiempos existen
registros de esta inquietud. Hoy las plantas continian teniendo significancia
historica y una importante fuente de nuevos compuestos, los metabolitos
secundarios biolégicamente activos (principalmente toxinas) derivados de las
piantas, han encontrado aplicacion medicinal, directamente como drogas o han
servido de modelos para sintetizar 0 semisintetizar compuestos ¢ bien se han
madificado sus estructuras preparando analogos para optimizarlos (1}.

Las algas forman un grupo de plantas variado y multifacética,
figuran entre los seres vivientes mas antiguos del planeta, ya que provienen del
periodo Precambrica es decir tienen de 1 a 3 millones de afios de antigledad;
existen entre 20,000 a 30,000 especies con cuatro divisiones: Chlorophytas (algas
verdes) precursoras de [as algas terestres, Rodophytas (algas rgjas),
Phaeophytas (algas café) y Cianophytas (algas verde- azul). (2)

La utilizacion de las algas marinas se ha incrementado en afios
recientes, gran cantidad de compuesios extraidos de ellas han sido desarrollados
y aplicados en muchos campos : en agricultura como fertilizantes, en ia industna
alimenticia como espesantes para cremas y nieve. en la fabricacion de cosmaéticos,
en la remocion de metales de aguas residuales y en la obtencidn de ficocolides
como agar y alginatos, productos extraidoes de algas sobre todo Rodophytas (3).

En los dltimos tiempos se ha visto la posibilidad de aprovechar
no solo las algas sino otros organismos marinos, de ellos se han aislado
aproximadamente 4,000 productos naturales nuevos y muchos de esos
compuestos paseen actividad biologica; estos metabolitos secundarios producidos
por organismos que viven en €l mar, han recibido atencidn de quimicos y



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

La busqueda de productos naturales con actividad bicldgica,
depende en gran parte del aislamientc y purficacion de los metabolitos; nuevos
metodos de Espectroscopia, Fitoguimica, Fammacologia y materias afines han
hecho importantes confribuciones a esta busqueda, a pesar de estos avances,
muchas preparaciones simples estan basadas en tecnologias del siglo XIX , por
ejsmplo la comunmente usada extragcion en Soxhlet fue desarrollada hace 10Q
anos (6). Se espera que en el futuro el proceso de nuevos descubrimientos de
drogas puada ser facilitado y hecho mas eficientemente usando nuevos métodos
automatizados en los que se requiera minima cantidad de muestra y de solventes
para llevar a cabo investigaciones masivas.

En México se han realizado estudios de las algas ¢omo
productaras de ficocoloides cuya industrializacion representa un rubro econdmico
importante (2), también se tienen reportes de su actividad antibiotica (24,25) y
aunque huestro 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 con propasitos medicinales no es
nueva. Shen Xaung, 2,700 anos A.C y Dioscorides en su obra “De materia
Medica “ escrita en el afig 77 A.C., hacen mencion de su uso en la medicina de las
primeras civilizaciones y su importancia durante esas épocas (6). La Digenea
simpiex, se ha utilizado desde hace un milenio comeo antihelmintico y en 1953
Murakami y colaboradores (7) aislaron su principio activo, €l Acido kainica,
elucidando su estructura (No. 1), este es un producto que actuaimente se

~ distribuye en la industria Farmacéutica Suiza y Japonesa.

Ngo.1 Nea. 2 No.3

QHC

No.d Na. S No.6

OH HQ

No.7 No. 8 Ng. 9



En las cuatro divisiones de algas que se mencionarcn, se han reportado una gran
cantidad de especies que poseen actividad bioldgica muy vanada, en este trabajo
s eligieron para su esfudio dos chicrophytas, una rodophyta y una phaeophyta y
a continuacion se mencionan algunos de los antecedentes que se han encontrado
sobre ellas.
1.1.1 Phaeophytas

Las Phaeophytas o algas pardas son productoras de metabolitos
secundarios biologicamente activos, los géneros Dyctiota vy Difophus son
considerados pralificos en este tipo de compuestos: de Dilophus liguiatos (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
Oyctiota divaricata se obtuvo el dictyodial, { No. 5 ) substancia que posee
acfividad antimicrobiana y antifingica (10 ); de D. pardalis Konig ( 11 ) abtuveo
el Dolabellano ( No. 8), con actividad antmalarial en cepas resistentes a
Cloroquina y de Diclyola dichctoma, aislo diterpenos con el esqueleto
dolabellano, que poseen actividad contra bacterias gram-positivas y gram-
negativas, de la Dictycpteris prolifera se aislé un vinil ciclopentano (No. 7) con
actividad bioldgica (12 ). El extracto crudo lipofilico de Cystoseira spinosa ( 13)
exhipe propiedades antibacterianas que son asociadas con (@ presencia de
derivadas de tetrafaniltoluquinel de los compuestos aislados, el que presento
mayor accion fue el S5-hidroxicistofuranoquinol {No. 89); de este mismo género pero
de las especies C.barbala y C.orinifa se aislaron hidrocarburos halogenados
como el 1-cloro-2 bromoetano, bromoetanal, hexaclorobutadieno etc con actividad
fungicida y antibactenana, ademas del fucoesterol (No.©) compuesto altamente

distribuido en este género ( 14 ).



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

han encontrado compuestos antioxidantes { No 12), wtiles tanio en la industria

COOH
o HO
: : HO
9 No 10 No. 11 o No. 12

afimenticia como en la de cosmeticos ( 16 ); de Sargassum nafans, Martinez
Nadal ( 17 ) identificd el compuasto Sarganina con propiedades antibidticas;
Garcia { 13 ) en 1995 de esta especie encontrd exiractos con actividad
antibacteriana y fungicida; S. Cinctum presentd accion fungicida (19); de 3.
polyceratium Levring ( 20 ) obtuvo sustancias antibioticas y de §. Tenemmum con
accion fungicida ( 21 ); S. thunbergii se utiliza en Japdn como antitumoral ( 22 )
de S. tortife , Faulkner extrajo el tocotrienol y su correspondiente epdxido ( 23 );
De Lara encontrd actividad en los extractos acuosos y etandlicos de Sargassum
sp, contra 5. aureus (24) vy contra E. coli y Micrococcus lisodeikticus ( 25)
Sargassum palmen, y S. acinacifolium; en Sargassum muticurn, se encontraron
glucoronofucogalactanos, derivados de fucanos con propiedades anticcaguiantes
(26).

Estos reportes nos indican la importancia de la actividad biologica del

género Sargassum, que ademés es muy abundante en el mar y en las costas



del estado de Tamaulipas dande se llevé a caba la recoleccién por la que se eligia,
S. fluitans en este trabajo.
1.1.2. Rhadophytas,

Las Rhodophytas, han sido estudiadas extensamente y varias
especies son reportadas por su uso en medicina falkloica ( 1,27 ). Las
investigaciones fitoquimicas de aligas rojas han dado como resultado la
identificacion de metabolitos predominantemente halogenados, principalmente
terpencides, acetogeninas y aromaticos, aunque también son reportados como
fuentes de derivados de acido eicosanaico.

Del género 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
sesquiterpeno halogenado con el mismao spirc-esqueletd ( No 14 )y de L. nidifica
Shizyuri y Cols.( 30 ) el sesquiterperpeno Laurequinina ( No.15 ), de esta misma
especie, Waraskiewies ( 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 Oppositel { No.18 j, que
mostraron moderada actividad contra S. aureus { 34 ); ademas del genero
taurencia, Mc.Conell ( 35 ) estudio 8l Ochfodes y encontré pequerias cantidades
de moncterpencs ciclicos halogenados, como el Qctodeno ( No.19); en Chondria
oppositiclada ( 36 ) se encontré Cicloeudesmol ( No.20 ) con fuerte poder
antibidtico contra Staphylococcus aureus y Candida albicans y en Dasya
pedicellata el p-Hidroxibenzaldehido, el cual mostrd actividad contra Vibrio

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



Siudas y colaboradores aislaron de  Bonnemaiscnia
hamifera { 38 } compuestos con Yodo y Bromo como el 1-Yodo-3,3-dibromo-2-
heptanona y el 1,1,3,3-tetrabromo-2-heptanona que muestran actividad contra el
hongo Monosporium apiospermum y contra S. picgenes y D. prneumaoniae. El
primer alcaloide inddlico cbtenido de una planta sucari¢tica marina o reportaron
Kirkup y Moare ( 39 ) en Martensia fragifis, una Radaphyta

El género PFlocamiym ha sido fuente de monoterpenos
halogenados, con actividad bidlogica: Philip Crews y cols. obtuvieron de F.
violaceum ( 40 ) varios compuestos polihalogenados ( Nos 21 y 22), de P.
oregonum { 41) uno cictica (No. 23) y de P.cartiagineum {42 ) ademas de otros
moncterpenos una cetona halogenada ( Nou.24); de asta misma especie Rovirosa
J. en 1991 ( 43 ), extrajo un nuevo monaterpeno halogenada (No 25) que
mastré actividad contra Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgans, Baciflus
subtilis y 8. 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 biologica; de Gracifaria corenipifoiia Nagai H. y
cols. (44 ) aislaron la Aplysiatoxina y Debremoaplysiatoxina; G. dominguensis
colectada en Cuba posee un agar tipo polisacarido, altamente sulfatado que tiene
efecto antitumoral (45 ); de G. lichenoides ( 458 ) se obtuvieron eicosanoides con
patente actividad antihipertensiva ( No. 26 y No. 27) ; en Gracifana corticota,
Hoppe (47) determind su accidn fungicida y antituberculosa; G. vernrucosa produce
substancias utilizadas para combatir las ulceras ( 48 ). Se han caracterizado

algunos compuestos nitrogenados, asi en G. fexfori { 49 ), se encontrd el



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

encontraron aminoacidos gue contienen ciclo imidazol { Nos. 29,30).
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1.1.3 Chlorophytas

Las Chlorophytas 5se consideran antecesoras de las plantas
terrestres y son descritas desde |os inicios de 1a medicina folklorica; la Ulva
fasciata, con el ngmbre de Bryon thalassion fue reportada par Dioscorides, como
remedio contra la gota, Existen muchas reportes sobre bioactividad de |as algas
verdes, precisamente de una especie de Chiorella , se tiene el pnmer articulo
cientifico sobre propiedades antimicrobianas de organismos marinas hecho por
Pratt (51), cuyo extracto soluble en éter inhibid el crecimiento de S. aureus, E.
coli y Pseudomonas aeruginosa. De Dunalielia primoicta, Chang T. y cols. ( 82),
obtuvieron un extracto fuertemente activo contra S. aureus, B. cereus, B. subtilis
y Enterobacter aerogenes.

Del género Halimeda , Fenical { 53 ) reportd nuevos diterpenos (No.

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



Na. 31 No.32

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

terpencides (Nos. 33, 34 y 35) can un amplic rango de actividad antibidtica.
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Del misme género Tetsuo Nakatsu { 55 ) y cols. encontraron que ¢l
extracto etanalica de U. flabellurn mostrd actividad contra Staphylacoccus aureus y
Candida afbicans, siendo el Udoteatrial {(No36) el responsabie de esta actividad.
Contra 8. aureus Mesmar { 56 ) encontrd 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
bicactividad: de C. flexilis, { 57 ) el Caulerpenyne ( No 37) de C. bikinensis ( 58 )

(No.38 y No. 39) ; de C. brownii ( 59 ) y de F. tuberosa ( 60 ) compuestos

4]



relacionados con [a vitamina A (No. 40 y No 41).
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La familia Ulvaceae estd ampliamente distribuida en nuestras
costas; algunas especies de Ufva son usadas como alimento y en medicina
popular, la Ulva fasciata, se utiliza para cicalrizar heridas y posee actividad
antimicrabial por el Acido acrilico que contiene ( 61 ); este acido fue el pnmer
compuesto de las aigas con actividad antibiotica cuya férmula fue plenamente
identificada, también posee un compuesto con actividad antiviral in vitro e in vivo
que fue dentificado coma  N-palmitoil-2-amino-1,3,4,5-tetrahydroxioctadecano por
Hari, S. y cols. (62 ); Ulva lactuca se utiliza en Asia para combatir la gota y la
artritis { 20 ), se ha encontrado, aminoacidos { 63 ), esterales y carbohidratos que
varian segun la estacion ( 64 ); en {l. giganiea ., Duperon y Thiersault, ( 65 )
aislaron esteroies 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 primer reporte cientifico sobre propiedades

antibidticas de las algas que realizd Pratt en 1953 ( 51 ), concluyd que una mezcla
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de acidos grasos a la que llamo “Chloralina” por ser derivado de una chliorophyta |
era la responsable de esta actividad.

Carballeira y cols. han estudiado recientemente los compuestos
lipidicos de esponjas, anémonas y otros organismos marinos, encontrando acidos
grasos saturados, con propiedades antibacterianas, insaturados, lineales,
ramificados y con diferentes sustituyentes; en la esponja Chondrosa ramiformis
{66) encontraron acidos con cadenas de 17 a 29 carbonas, identificando el dcida
15-metil-5 9-hexadecadienoico no aistado anteriormente; en Amphimedon virdis
(67), caracterizaron mas de 100 compuestos entre aldehidos y acides grasacs,
aigunos con ramificaciones de metilos como el acido 7-metil- 6 hexadecenoico
{No.43); en otros organismos marnnos como Hololuria mexicana ( 68 ) aislaron
un nuevo acido, el 7-metil-&(Z)-octadecencico (No.44) ademas de otros &cidos
comao fosfolipidos; en la anémona Condylactis gigantea ( 69 ) fue caracterizado el
acido hexadecancico (No.45) como principal mmbonente y un derivado bromada
del acido eicosanoico (No.46), semejante al que encontraran 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 |os organismos mannos) y un
compuesto con propiedades antimicrobianas contra Staphylococcus aursus y
Streptococcus faecalis, el acido (5Z,97)-14-metil-5,9-pentadecadienocico (No.47);
de 24 &acidos grasos que se extrajeron de Plefhodon cinereus (72 ) 16
presentaron actividad antibidtica.

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

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

12



acidos grasos de diferentes especies de Sargassum, encontrando mayor cantidad
de derivados del 4cido araquidénico; algunos acidos grasos se han obtenido en
forma de glicolipidos: Rho y cols. { 75 } obtuvieron compuestos bioactivos (No.48)

de la cholorophyta Oltmannsieliopsis uniceliularis y Bell y cols. (76) el acido

0
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octadecapemancico come galactocil diacil glicerol de ta alga Heterosigma
akashiwo. Otros como Guerreiro y cols, { 77 ) los obtuvieron como ésteres etilicos
(N0.49), sin embargo la esterificacion la consideraron artefacto por el manejo de
la muestra. Un derivado del acido linoléico aislado por Otha y cols. ( 78 ), de una
microalga marina, presento actividad MRSA (Stapfylococcus aureus rtesistente a
la meticilina ), este dato es muy interesante porque como sabemos el S. aureus
facilmente 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 estudio tienen importantes propiedades

farmacologicas similares 0 mejores a las repartadas en otras especies de [0s mismos

géneros.

OBJETIVO GENERAL

Identificar principios activos de las algas seleccionadas y probar su efecto bactericida
y fungicida.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar pruebas preliminares in vitro para evaluar la actividad bactericida y

fungicida de extractos obtenidos con solventes de diferente polaridad.

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

» Aislar y purificar los compuestos activos y dilucidar su estructura por metodos

qQUIMICOs Y eSpectroscapicos.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Material vegetal, clasificacién y descripcidén botanica
2.1.1 Sargassum fluitans

Clasificacion Botanica;

Reino:  Protista
Division: Phaeophyta
Clase: Cyclosporae
QCrden: Fucales
Familia; Sargassaceae
Género:  Sarmgassum

Especie: 3. fluitans Borgesen

Descripcion de la planta:

Planta pelagica, usualmente de hasta 15 cm de alto, café dorada,
sin apéndices dominantes, tallo suave y un poco espinoso, hojas delgadas a
lanceoladas, tallo corto, ampliamente dentado de 2-6 cm de largo y 3-8 mm de
ancho, presencia de vesiculas 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 Na. 1.
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Distribucion Geografica:

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 oeste.

Una muestra se depositd con el nimero 4648 en el Herbario de la
Facultad de Ciencias Biologicas 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 Uiva fasciata
Clasificacion Botdnica
Reino : Protista
Division: Chlorophyta
Clase: Chlorophyceae
Orden:  Ulvales
Familia: Ulvaceae
Geénero:  Uliva

Especie: U. fasciata Delile

Dascripcidn de la planta;

Plantas falidceas de hasta 45 cm de alto, verde britlante, frondas
ampliamene iobadas y onduladas, a veces ligeramente lanceoladas hacia los
apices, con el pie de fijacion pequene; de hasta 12 cm de largo por 30-6§ mm de
grueso; células en seccidn transversal de horizontal a verticaimente eiongadas, su
estructura celular es gucaridtica similar 2 las plantas supenores, 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 Trdpicas, 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 Fernando Tamaulipas a 24° 30"y 25° 18’ de latitud norte y
97° 50° y ©8° 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_Beotanica:

Reino: Protista

Division.  Rhodophyta

Clase: Rhodophyceae

Orden: Gigartinales

Familia: Gradilaraceae

Genero:  Gracdana.

Especie: G. foliifera (Farsskal) Borgesen, o

tikvahiae McLachlan

Descripgion de la planta:

Plantas erectas, de hasta 20 cm de alto, plrpura-rajize, con la edad
se vuelven libres; textura fimemente camosa, ramas de 0.5 2 mm de diametro,
repetidamente divididas, ramificacion altema, ocasionalmente casi dicotdmica,
numercsas ramiﬁcaéiones laterales cilindricas a todao o largo, adelgazandose en
las uitimas ramillas; céluias de la medula con paredes delgadas, cotezade 2 a 3
capas celulares; tetrasporangios numerasos, esparcidos en las ramillas, ovales.

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

Cistribucion Geegrafica:

Se encuentran distribuidas ampliamente en las costas del Oceanc

Atlantico y Pacifico en climas templados a célidos.
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Recoleccion de Gracilania 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 beotanica:

Reino: Protista

Division: Chiorophyta

Clase: Chiorophyaceae
Orden: Ulvales

Familia: Ulvacea

Genero: Ulva

Especie: U. lactuca {Linnaeus)

Descripcidn de la planta:

Presentan color verde por las clorofilas a ¥y B que contienen,
presentan laminas largas de consistencia membranosa fime, talo faliaceo
expandido constituido de dos capas de c¢élulas que miden hasta 53 micras de
grosor, cuticula moderadamente espesa, mosirandose en ciertos puntos lamelosa,
células en vista superficial en forma de poligono redondeado, con un unico
cloroplasto dispuesto a lo largo de las paredes, fijacidn con un mindsculo opresorio
basal, para lo cual contribuyen los rizoides que nacen en las celulas proximas;
crecen sobre fondoe rocose.

Se le conoce como “Lechuga de mar” en Inglaterra y Escocia, “Agsa” en Japén y

‘Palahalahaen” en Hawau (80,81).

Distribucion Geografica:

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

en templadas de los Trdpicos, en el Atldntico Norte y Pacifico Norte.
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Recoleccion de Ulva lactuca

La recoleccion se lievd 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 Facultad de Ciencias Biologicas U.A.N.L.

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

Una vez re¢olectado y clasificado el material se secd a temperatura
ambiente, se tritur¢ en un molino tipo "Wiley”, extrayéndose posterormente por 3
técnicas: lixiviacion en columna (2.2.1}), maceracion a temperatura ambignts

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

2.2.1 Lixiviacion en columna
En este meétodo el material vegetal seco y molido se introdujo en
una calumna de vidrio de 40 cm de largo con un didmetro de 4 cm, con una capa
de algodon en la parte inferiar, 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 el matenal seco y molido se introdujo en un
recipiente sellado con aproximadamente 1 L de solvente paor cada 200 gramos de
planta seca. Los solventes usados fueron: Eter de petréleo, cloroformao, 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 anadio después otra
cantidad igual de solvente y se hizg la extraccion dos veces mas. El extracto se
concentré en Rotavapor Blchi a presion reducida; esto se repitio con todos los

solventes.

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

semana can los disolvente mencionados en 2.2.2 , utilizando extractores de tipo



“Soxhlet”. La soluciéon obtenida se evapord a sequedad en un evaporador rotatario
a baja temperatura y presion reducida
2.3 Separacidn de fracciones
2.3.1 Cromatografia Planar

2.3.1.1 Preparacion de placas. Estas se prepararon sobre rectangulos
de vidrio de 10 x 5 cm con 1 mm de grosor, usando “gel de silice-60 G para
cromatografia en placa fina” de E. Merck A.G. Para elaborar las placas se
susperdid gel de silice en agua en una proporcion de 1 a 3, se aplicd sobre el
vidrio ¢on grosor variable, se dejaron reposar 30 min a temperatura ambiente y se
activaron en una estufa a 100 °C por una hora.

Para calcular e R.1. se midié la distancia del punto de aplicacion al

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

acuerdo a los parametras mencionados por Touchstone y Dobblins (83).

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

-Luz ultravioleta. Después de examinar las placas con luz visible se€ observaron en

una camara de luz uttravioleta de onda larga y corta.

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

que contienia cristales de yodg, después de 10 minutcs se observaron las

manchas .
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23.2 Cromatografia en columna.

2.3.21 Preparacion de la columna. Se ufilizaron cilindricas, de vidrie
(Pyrex) de 40 cm de largo y 4 cm de diametro equipadas con llave de paso de
teflon en |a parte inferior. Las columnas se taparon con algodon previamente a la

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

2.3.2.2 Gel de silice Se utilizé “Silicagel-80" 60-200 mallas (Baker) y se
aplicd en montaje seco. Esta técnica se llevd a cabo agregando a la columna, en
una sola porcidn, la gel de silice seca, se esperd que se asentara, ayudando con
goipes dados estrategicamente a la columna y se procedid a agregar la muestra a
la parte superior de la columna. Despues se anadio el solvente de elucion a la

columna seca y se procedio a correr la columna

2.3.2.3 Aplicacién de la muestra. Par adsorcidn previa. Esta técnica,
utilizada para mezclas complejas cuyos componentes tienen un amplio rango de
polaridades, consistd en lo siguiernte: se afiadid una solucidn concentrada de la
mezcla a una cantidad igual al de la mezcla seca de adsarbente, se dej6é evaporar
el solvente al aire y se molid finamente el solido resultante. Este polvo se aplicod
sobre |a parte superior del empaque de la columna, preparada segun 2.5.1.1 .
cuidando no dafar la parte superior del empaque de la columna, ya que de la

homogeneidad de esta parte depende [a resolucidn.
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2.3.2.4 Elucién en gradiente. En este tipc de elucion la polaridad del
sistema de solvente utilizada para comrer |a colurnna, se modificd conforme
avanzaba Ila separacion. Los solventes utiizados fueron metanol,

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

2.3.3 Cromatografia en columna seca “invertida®.

Se utilizaron coiumnas de vidrio de 17 cm de longitud y 21 mm de
diametro; para lievar a cabo la cromatografia se tapé uno de los extremos de la
columna con un tapon de hule y se afadid en pequenas porciones el adsorbente
que en este caso fue “gel de silice-60 G para cromatografia en capa fina" (Merck),
se golped suavemente el extremo tapado, contra la mesa para asegurar su
asentamiento uniforme, hasta aproximadamente Z cm del extremo superior de |a
columna, se colocd un disco de papel filtro y se ajustd a la superficie de la silica
con un tapdn adecuado. Sobre este disco se afadio la muestra la cual fué disuelta
en solventes volatiles mezclada en un mortero con la silica en una proporcion de
2.1 respectivamente y se @vapord el solvente, se ¢olocd otro disco de papel filtro v
se llend hasta el extremo con silica, se cubrid con un papel file se le hicieron
orificios con un alfiler y se fijo con un cordel (previamente humedecido con la
mezcla de eluentes a usarja la columna, este extremo se colocd en un recipiente
gue contenia el eluente, y se dejd ascender . Se sacd la silica del tubo y se corto
con una espatula, se fracciond segun los colores desarrollados o los Rf
obtenidos en CCF hechas previamente,

Cada porcidon se recibid en un matraz de dimensiones apropiadas,

se afadié el eluente y se filtrd en un embudo Blchner. 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 recoleccion de los campuestos aislados por cromatografia
se efectuaron siguiendo la metodologia convencional (83).
2.5 Métodos fisicos.

Se utiizdé un aparato Mel-Temp “Electrothermal’ para [a
determinacion en capilar cerrado.

2.6. Métodos espectroscdpicos

Espectraoscopia infrarroja. Los espectros se determinargn en un Espectrometro

Perkin Eimer, Paragon 2,000 FTIR, en la Facultad de Giencias Quimicas U.A N.L.

Espectroscopia de masas. Cromatografa 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.

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de 'H y *C. Fueron
realizados en un Espectrometro Bruker DPX 400 del Departamenio de

Farmacologia y Toxicologia 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 aureus 004
Candida albicans 181
Escherichia colf 030
Streptococcus faecalis
Staphylococcus epidermnidis 006
Salmonelia entenditis 035
Pseudomonas aeruginusa

proporcionados por Manuel Rodriguez  Quintanilla del Departamento de

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

2.7.2. Estrategia para la evaluacion de actividad antimicrobiana

Se utilizd el método de difusidn sefialado par Rios y colabaradores
(89), en el cual los microorganismos depués de activados por 24 h. en BH| se
inocutan en la superficie de una caja petri con agar Muller-Hinten, e! indculo se
distribuye en el agar con una asa de Driblasky. Se hacen crificios de € mm de
diametro 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 inhibicion. La concentracidn minima
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inhibitoria, MIC se determiné con el mismg meétodo, can diferentes diluciones del
extracto.
Se utilizaron como testigos 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 fud 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 ).

Qm-AmMZe—0

1a L] 1000

Fig. No. § Curva de inhibicion Ampicilina contra £. coli

30



3.- PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Pruebas preliminares para elegir tipe de extraccidn.
3.1.1. Preparacion de extractos

Se pesaran 3 porciones de 30 g cada una de Sargassum fiuitans y
de Ulva fasciata, se colocaron respectivamente en un matraz erlenmeyer, en una
columna de vidrio y en 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 evapord el
solvente en un rotavapor a presion reducida, se realizd cromatografia en capa fina
utilizando benceno/acetona 8:2 como eluente. Los extractos asi obtenidos se
esterilizaron por filtracion con una membrana de nitrocelulosa con un poro de 0.45
um. Los extractos estériles se recolectaron en tubos viales y fueron almacenados

as'C.
3.1.2 Evaluacidn de |a actividad artimicrobiana

3.1.2.1 Activacidon y viabilidad de cepas. Se utilizd el medio infusion
cerebro-corazén (BHl), 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, Sireptococcus faecalis en agar sangre,

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

rosca en medic BHI mas cistejina al 1% a 5°C.

Para lievar a cabo el conteo de (as coionias se sembrd una asada
del microorganismo en 5 mL de caldo de soya tripticasa por 16 hrs a 37°C, de
este cultivo se hicieron diluciones en solucidn salina estedl 1:10, 1:100, 1:1,000,
etc, hasta completar 9 tubos; se realizé una cuenta viable con estas diluciones:
para ello se midid 1 ml de la disolucion y 9 mi de agar soya tripticasa en una caja
pelri estaril, se mezclaron e incubaron a 37° por 24 horas, en un contador de
colonias; la cuenta viable debia resuitar con una diferencia en cada caja de 1:10

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

3.1.2.2 Ensayo de actividad de extractos

Se utilizé Ia dilucion 1 x10° unidades formadoras de colonias y 100
uL de esta diucidn, se sembrd en agar Muller Hinton (Difco), esparciendo el
cultive con una asa de Driblasky, se hicieron <rificios con una pipeta Pasteur de 6
mm de didmetro, s¢ agrega 50 ul del extractc con una micropipeta Eppendorf, se
incubd por 24 hrs., se midi¢ el halo de inhibicion formada. El procedimiento 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 Samgassum fuitans en un matraz edenmeyer cemado y en
obscuridad y se extrajeron exhaustivamente por maceracion con éter de
petrdleo par siete dias a femperatura ambiente, se filtrd y en la parte no scluble
(marco), se repitid la extraccion con cloroformo, acetona, etanol, metanol y
agua; al termino de este procedimiento los extractos se evaporaron en rotavapor
a presién reducida; cada uno de los residuos se disolvio selectivamente en
diferentes solventes, se cbtuvieron 11 extractos numerados de &f 1.1 a Sf &6 11, se

procurg tener una concentracion final de cada extractode 2 a3 mg/ mlL.

3.2.2 Evaluacion de actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos.

GCada uno de los 11 extractos obtenidos se estenfizd con fiitros de

nitrocelulosa de 045 pum. Se tomdé una asada de cada uno de los
microarganismos utilizados, se activarcn en tubas con BHl a 37°C por 16 horas,
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 pl y se inocularon en placas con agar Muller Hinton, se dispersaron con un
tubo L, se hicieron 4 orificios de 6§ mm de diametro en cada caja Petn, con una
pipeta Pasteur y en ellos se agregaron 50 pb de cada extracto en orificios y con
10 pL en discos de 6mm de didmetro de papel fiitro VWhatman No. 4, después de

ncubarios a 37°C por 24 horas, se midio el halo de inhibicidn.
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3.2.3 EXTRACTO 5f 1.1
3.2.3.1 Separacidn cromatografica
Se pesaron 380 g de Samgassum fluitans, se extrajeron con éter de petrdleo por
siete dias, se evaporéd el solvente a presién reducida, se obtuvieron 3.3 g de
extracto etéreo, se llevaron a cabo CCF preliminares y posteriormente se mantd
una columna cromatografica empacada con silica gel, la muestra disuelta en
etanol se mezcld con silica gel, se evapord el solvente y se colocod en la cima de ia
columna. Las eluciornes se realizaron con hexano; cloroformo, acetona, cloruro de
metileqo, metanol y etanoi en diferentes proporciones. Se obtuvieron 15 fracgiones

las cuales se enumeraron de Sf 1.1 f1 al Sf 1.1 f 15 Fig. No. 7

3.2.3.2. Evaluacion microbioldgica

La evaluacion se llevo a cabo con S. aureus y C. albicans |
micrgorganismos que representan un problema intrahospitalario ya que son causa
de infecciones importantes. Se realizd con el método de difusion, con 100 pL de
una dilucion de 10° UFC inoculadas en agar Muller Hinton y 50 uL de extracto en
orificios y con 10 uL. en discos de 6§ mm de didmetro de papel filtro Whatman No.
4. después de incubarios a 37°C por 24 horas, se midié €l halo de inhibicion,
MIC: La concentracion minima inhibitoria se determin® de la siuier.lte 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 microbiologica ya explicado, con estas diluciones.
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3.2.3.3 Fraccidn St 1.1 6.

De la fraccion eluida con cloruro de melileno, se abtuvo un
material ceraso que fue purificado por el método de columna invertida con 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 nombro compuesto “ | ©,
3.2.3.4 Fraccidn Sf1.1F12,

De la fraccion eluida con cloruro de metileno/ metanol 9:1, se
obtuvo una grasa que fue purificada utilizando €l metodo de cromatografia en
columna invertida explicado en 2.3.3 utilizando benceng/acetona 9:1 como

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

3.2.3,5, Fraccion SfF1.1.f15

Esta fue obtenida con la elucién de acetona/metanol 9:1, se evaporé el solvente
quedando un polvo blanco al que se le hizo |a prueba de ignician y se punficd por
cris}alizaciones con acetona, se obtuvieron 7 mg de un compuesto al que se e

denomind “D

3.24. EXTRACTO SF 2.4
3.2.4.1 Separacion cromatografica
La parte no soluble en éter de petrGlea ( marco) se extrajo
exhaustivamente con cloroformo y se evapord a sequedad, el residuo del
extracto clorof¢rmico Sf 2.4 se dividio en dos partes, 1.3 g so disolvieron en
etanol, se hicieron CCF preliminares y se mantd una columna; la muestra disuelta

en etancl se mezcld con 2 g de silica y se evapord el solvente; se coloco en |a
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cima de la columna cromatografica , se hicieron eluciones con ciclohexano,
acetona, éter etilico, etanol y metanal en diferente; proporciones. El extracta
restante se disolvid en etanol, se realizé una CCF y se mezcldo 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 5 fracciones Sf 2.4 f 10 a Sf 2.4 f 14, se extrajeron de la silica con
acetona y se filtraron (Fig No 7).
3.2.4.2 Evaluacion microbiclogica.

Las catorce fracciones obtenidas con los dos tipos de

cromatografia senalados, fuero:1r probadas en Candida albicans y Staphylococcus

aureus, por el método mencionado (3.1.2.2).

3.2.4.3 Fraccion Sf2.4fF 11

Esta fraccion fue separada de la columna invertida por
disolucidn en etanol, filtrada la silica, se le purificd con otra columna invertida,
usando como eluente benceno/acetona 9:1 y con posteriores extracciones
sucesivas en etanol, se obtuvieron 9 mg de un aceite al que se le denomind
compuesto “K” .
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3. 3 Ulva fasciata

3.3.1.Preparacion de los extractos

La muestra seca y molida de Uliva fasciata ( 30 g) se colocd en un
matraz erlenmeyer cemado 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 repitié con cloroformo, acetona, etanol,
metanol y agua. Al termino de este procedimiento, los extractos se evapararon €n
rotavapor a presion reducida, se separaron por disolucion en diferentes solventes
procurando tener una concentracion final de cada extracto de 2 a 3 mg / mbk como
esta representado en |a Fig. No. 8 procediendose a esterilizarlos 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 microorganismos

utilizados, se activaron en tubos con BHI a 37°C por 16 horas, 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 plL y se
inocularon en placas con agar Muller Hinton, se dispersaron con un tuba L, se
hicieron 4 orificios de 6 mm de diametro en cada caja Peiri, con una pipeta Pasteur
y an slios se agregaron 50 ul de cada extracto con una pipeta Eppendorf, se

incubaron por 24 horas a 37°C y se midid el halo de inhibicion,
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3.4 Gracilaria foliifera o tikvahiae

3.4.1.Preparacion de los extractos En la Figura No, 9 se observa el
procedimiento para obtener estos , se pesaran 30 g de la muestra seca y molida
de G. foliifera, se colocaron en un recipiente cerrado y en la obscundad, se
extrajeron exhaustivamente por maceracion con éter de petréleo por siete dias &
temperatura ambients, esta extraccion se repitidé con cloroformo, acetona, etanol,
metano! y agua, al término de este procedimiento se evaporaren en rotavapor a
presién reducida, se separaron por disolucién en diferentes solventes procurando
tener una concentracion final de cada extracto de 2 a 3 mg / mL Los 10 extractos
obtenidos se esterilizaron con filtros de 0.45 um, se guardaron en viales estériles a
5°C para probar su poder antibiodtico.

3.4.2. Evaluacion de actividad antimicrobiana de los extractos ohtenidos.
Se llevd a cabo utilizando el metodo de difusion explicado en 3.1.2.1, los
siguientes extractos: Ex Gf 1.26 (extracto etereo soluble en clorofarmo), Ex Gf
3.29 (extracto acetdnico soluble en etanol) y el ExGf 4. 30 (extracto standlico
disuelto en etanol/A), fueron elegidos para realizar un ensayo biodirigido.
3.4.3 EXTRACTO Gf1.26
3.4.3.1.Separacién cromatogrifica
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 obtuva el Ex Gf 1.26 se disolvid en cloroformo; se realizé CCF para

posteriormente 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 mbL las cuales se evaporaron a presion
reducida, se obtuvieron 16 fracciones que fueron inscritas como Gf 1.26 f 1 a Gf
1.26f16. FigNo. 10
3.4.3.2 Evaluacidon microbiolégica de las fracciones obtenidas.
Una parte de cada fraccién 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 punficaron las fracciones: Gf 1.26F 4y Gf1.26f8

3.4.3.3. Fraccion GF1.26f4

La fraccion Gf 1.26 f 4 obtenida con la elucion hexano/acetona 8.2 se
purificd con cromatografia en columna invertida, se abtuvieron 21 mg de un aceite
con un Rf 0.29 obtenido en diclorometano/metanol 9:1, al que se ie denomind

compuesto “J",

3.4.3.4 .Fraccion Gf1.26 18

La fraccion eluida con A/MeQOH 8:2 Gf 1.2€ f 8 fue purificada par sucesivas
extracciones en un embudo de separacion £on tetracloruro de carbono/acetona, al
evaporar €l tetracloruro se obtuvieron 68 mg de un aceite con un Rf 0.62 en

cloroformo/acetona 3:2 al cual se le denamind compuesto “G”

3.4.4 EXTRACTO Gf 3.29

La parte no soluble en eter de petroleo (marco), se exirajo 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 prugbas realizadas comprobamos que no tenia

actividad significativa por o que el marce que quedod de esta extraccion se€ macerd
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con acetona con e mismo procedimiento obteniendo 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 329 f 17 a Gf 3.29 f 26 y se les hizo la evaluacion
microbiglagica.

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

microbiologicamente con el método ya descrito.

3.4.5. EXTRACTO Gf 4. 30

Este extracto fue obtenido por maceracion continua con etancol de la
parte no soluble en los solventes anteriores {marco) . Después de la evaporacion
bajo presion reducida dsl solvente en el residuo ( 3.09q), se obtuvieron cristales
incoloros (2 @), a los que se les hizo la prueba de ignicion y se les denomino 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
posteriommentse,

3.4.5.1 Fraceién Gf 4 .30 1 37
Esta fraccidn 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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35 Ulva lactuca

3.5.1.Preparacién de los extractos. En la Fig. No. 11 se muestra e«
pracedimiento 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, se extrajeron exhaustivamente por maceracion con eter de
petréleoc por siete dias a temperatura ambiente, esta extraccion se repitid can
cloroformo, acetona, etanol, metanol y agua; al término de este procedimiento,
los extractos se evaporaron en rotavapor a presion reducida, se separaron por
disolucion en diferentes solventes procurando tener una concentracién final de
cada extracto de 2 a 3 mg / mL, se procedio a esterilizarios con filtros de 0.45 pm y
se guardaron a §°C para el bicensayo.

3.5.2. Evaluacion de actividad antimicrobiana de los extractos
abtenidos. Se tomd una asada de cada uno de los micraarganismos utilizados,
se activaron en tubos con BHI a 37°C por 16 horas, los cultives fueron diluidos
en serie, para obtener una concentracian microbial de 16° Unidades formadoras
de colonias, de esta dilucidon se tomaron 100 pL y se inocularon en placas con
agar Muller Hinton, se dispersaron con un tubo L, se hicieron 4 orificios de 6 mm
de diametro en cada caja Petri, con una pipeta Pasteur y en allos se agregaron
S0 ulL de cada extracto con una pipeta Eppendorf, se incubaron por 24 horas a
37°C y se midio el halo de inhibicion se repitio el -procedim|ento utilizando discos

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

Para elegir el tipo de extraccidn se llevd a cabo CCF de los extractos
obtenidos por los tres métodos prabados; en el de percalacidn en columna se
observaron menos manchas por lo que se optd hacer la evaluacion microbioldgica
con 10s otros dos, maceracion y Soxhiet, De acuerdo a los datos presentados en
la tabla No. 1, el métedo de extraccion en maceracidn en frioc presenta mayor
actividad antimicrobiana por lo que fue elegida para el desarrollo de este trabajo.

Sargassum fiuitans

Solvente | Tipode  E coli S aureus C. olbicans P. weruginora 5. emeridits S epidermidis 3. feecabs
Extraccion
EP Soxhlet  Neg + - Neg Neg Neg Neg
Maceracion ++  ++ =+ + + ++ Neg
Cif Soxhiet  ++ - + Neg Neg Neg -
Maceracion + + ++ Neg + —+ Wep
A Soxhlet + + Neg + Neg Neg Neg
Maceracion +++ - + + + + Neg
EtOH Soxhlet +H  Neg Neg + Neg Neg -
Maccracidm -+ + + ++ Neg + Neg
MeOH | Soxhlet - - - - + + +
Maceracion  + - Neg Ao + + St
LUa’va Jasciuta [
Salvente Tipo de E coli 5 aureus C.aldicanr F asruginosa 35, enteriduis S gpidermudiz 8 fascaiis
Extraccion
EP Soxhlet Neg MNep + MNeg Neg Neg Neg
Maceracion ++H  ++ + ++ =+ ++ ++
CHf Soxhlet - - - - - - -
Maceracion ++ + Neg + Neg Neg Neg
A Soxhiet + Neg -+ + - Neg -
Maceracion  ++ Neg e - Neg + Neg
EtOH | Soxhilet - Neg Neg + Neg + Neg
Maceracion +—=+ Neg + + + + Neg
MeOH | Soxhlet + + Neg + + - +
Maceracion  +++ + + ++ ++ + ++

Tabla No. 1 Resultados comparativos de los halos de mhibicion contra diferentes
microgrganismos d¢ extractos obtenidos con extraccion en soxhiet y waceracion: (+++)
mayor de 15 mm. (++) de 12 a 14 num, (+) de 8 a L1 mumn, ( Neg) no hay actividad. (-) no

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

Con solventes de polaridad creciente, se obtuvieron 11 extractos que se
enumeraron del 5f 1.1 a SF6.11, los datos representados en la tabla No. 2 indican
que los extractos con mayor actividad fueron : el Sf 1.1 que comesponde al
extracto etereo soluble en etanol y el Sf 2.4 comespondiente al extracto
clorefdrmico soluble en atanol; estos fueron elegidos para fraccionarios, probar la

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

Sargassum fluitans

Sf | Extraido Soluble £ coli & aureus (.albicans S.enteriditis F.aeruginasa S epiderniidis S, facealis
i1 Ep ErOH ++—+  ++ ++ + + +++ Neg
1.2 Ep A - +++ - Neg - - -
1.3 Ep Cif - 4t - - - - -
24 Cif EtOH + Neg o + Neg ++ Neg
25 Cif A - Neg - - ++ - -
26 Cit CIf - - - - + - -
3.7 A EtOH +++  +++ —++ + Nez ++ Neg
4.8 A EtOH ++  + + Neg + ++ Neg
49 | EtOH CHCI, - - - ++ Neg - Neg
510 MeOH EtOH + Neg - Neg Neg + F4++
6l11| Agua Agua - - - Neg Neg Neg -

Tabla No. 2. Resultados de la svaluacion nucrobiologica de los extractes de Sargassum

fluitans

4.3 Separacion y evaluacidon bicldgica de los extractos activos.
4.3.1 Extracto Sf 1.1

Las 16 fracciones del extracto SF 1.1 correspondiente 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 antibidticc contra C. albicans y S. aureus con el
metodo ya explicado y de acuerdo a los datos presentados en la tabla No. 3, las
fracciones que presentaron mayor actividad fueron las Sf1.176, Sf1.1f 11 y Sf

1.1F 15.

Fracciones de Sargassum fluitans

Extracto etéreo Extracto Cloroformico
Lromatoprafia en colurna _ Normal Cromatografia en colurana Normal
Fraccian S. aureus . albicans Fraceeion S. aureus C. aibicans
Sf1.1f1 Neg Neg Sf2.4f1 ++b Neg
Sf1.1t2 ++ + Sf24f2 Neg Neg
SfF1.1f3 + Neg Sf24f3 Neg Neg
sf1.174 ++ ++ Sf24F4 Neg Neg
sf1.1f5 + Neg 5f2.4€5 +++ +++
SF1.1716 “1” +d 4 Sf24f6, ++ ++
SfF1.1F7 +++ ++ Sf2.4F7 + Neg
Sf11f8 Neg ++ Sf24f8. + Neg
SfF11719 *+ +++ Sr24f9 Neg Neg
Sf1.1§10 Neg + Cromatografia e¢n columna  invertida
SF1.1f11 A" Ay +bbt Sf2.4110 ++ +
Sf1.1f12 + Neg SF2.4f11 “K” i+ +h
SF1.1F13 Neg Neg Sf2.4112 + Neg
Sft1.1f14 Neg + S5f24€13 + Neg
SF1.1 715 “D” +4++ +4++ Sf2.4114 +4++ ++

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

de S fluitans.
4.3.1.1 Fraccion SF1.1 {6 Compuesto “ 1

La fraccidn eluida con cloruro de metileno, la Sf 1.1 f 6 compuesto
denominada “I" se separd en forma de aceite con un Rf 067 |, sus datos

espectroscopicos son |0s siguientes:;

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

(52), 83.15 (2), 68.05(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 (1), 1.28 (m), 4.15(s), 7.67 (m) Fig. No.
12.

Espectro de RMN *°C : en ppm. 10.71, 13.79, 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 f 11, 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 : m/z (abund). 312 M’ (9.3), 269 (7.9), 157 (14.5), 143
(6.1), 129(11.2), 101 (49.8), 88 ( 100), 69 (47.7), 55 (67.4) Fig. No. 15.
Espectro de RMN 'Hen ppm : 0.82 (6 H, m) ,1.02(3H,t,J6.9) ., 122 (25H,
m), 1.43(3Hd), 217 (2H,1,J6.9), 342 (2H,1J 4.2), 413 (2H, s) Fig. No. 16.
Espectro de RMN "C : en ppm 13.52 ( CH3 ), 13.74 ( CH3), 18.14 (CH; ), 22.01
(CHz ), 24.41 {CH; ), 28.48 { Multiplete para 10 C), 3122 (CH;}, 33.57 (CH;)
56.94 (CH;), 67.28 (CH; ), 174.35 (C= 0O Fig. No. 17.

Espectros RMN de doble dimensién.

HETCOR : en ppm . Se encuentran coordinaciones entre ios siguientes:
C13:HO08 C18:H10, C22-H12 C24:H12,C28:H12 C31:H12,

C33:H21,C5:H34,C67:H4.1FigNo.18
DEPT: El DEPT 135° nos muestra un picoa 13.56 (CH3) 81374 (CH;) a

18.18 (CH;), de 20 a 35 (cadenade CH ;) en 56.94 (CH:) y67.28 (CH ;) Fig.

No. 19,
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En el DEPT 90°: en ppm 13.56 { CH; ), 13.74 (CH3), 18 18 {CHj3 ), 22.06 (CH;),
2415 {CHz), 28 (Multiplete para 10C), 31.01 (CH;), 33.97 (CH;), 5668
(CHZ), 67.04 (CH,) Fig. No.20.

En el DEPT 45° como pringipal sefial tenemos a 28.67 ppm de un CH Fig. No. 21.
COSY: encontramos correlacion entre |os protones 0.8 (2 CHy m ) : 1.2 (cadena
de CH3), 3.4 (CHy):1.0(CH;), 2.1 (CH;): 1.8 (CHz) Fig No.22.

Concentracion Minima Inhibitoria del compuesto “A”

La fraccion Sf1 f 11, Compuesto “A” fue la que presentd mayor
halo de inhibicidn cantra C. albicans, por lo que se hicieron diluciones para
conocer la Concentracidn Minima Inhibitoria, pudiéndose observar actividad en
tadas las concentraciones : 0.16, 0.31, 063, 1.25 y 2.50 mg/mL, por lo que se

reporta el MIC como 0.16 mg/mL

4.3.1.3 Fraccion Sf 1.1 15 Compuesto “D” El compuesto “D”
coemresponde a la fraccion eluida con acetona/metanol 9 :1, con Rf 0.53 y cuyos

datos espectroscopicos son |05 siguientes;

RMN'Henppm: 083(t)J7,125 (5),146(s) 235(t)J7,421(t) J§6,
771(d)J3, 753 (d)J3Fig No 23

4.3.2 Extracto Sf 2.4 Este comresponde al clorofdmico y de el se
obtuvieron 8 fracciones separadas por CC (Sf24f1a Sf24F9)y 5 par
cromatografia en columna invertida (Sf 24f10a $f24f 14 ) Fig. No. 7, alas
cuales se les probo su actividad contra C. albicans y S. aureus, de acuerdo a 1os

resultados presentados en la tabia No. 3, las fracciones mas activas fueron Sf 2.4
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Fig. No. 27 Espectro COSY del compuesto K
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f11y8Sft2415 delacromatagrafia namal y la Sf 2.4 f 11 de |la cromatografia

invertida que fue Ig Unica que pudao purficarse
4.3.2.1 Fraccion Sf 2.41 11, Compuesto “ K

Fraccién obtenida en cromatografia en columna invertida usando benceno/

acetona 9 : 1, con un Rf 0.45 cuyos dates espectroscopicos fueron los siguisntes:

Espectro de masas: miz (abund)}. M* 226 (4), 169 (2.1), 140 (2.1), 127 (2.3),
113(6.3),99(9.4), 85(328), 71 (55.5),57 {100), S5 (31.5) Fig No. 24.
RMN “Hen ppm. 0.86 (CH; ), 1.23 (cadena de CH; ), 161 ( CHg)z, 3.21 (CHy),
3.62 (CH}, 4.18 (CH) ) Fig. No. 25.

RMN C en ppm. 14.08 (CH), 2265 (CH ), 24.71 (CH ), 29 (cadena de CHy),
33.67 (CH ), 130.88 (CH), 128.77 (CH), 178.35 C= O Fig. No. 26.

COSY Se encontrd comelacion entre [0s siguientes desplazamientos de protones:
0.8 con 1.2, 4.2 con 1.2 y 1.6 can 2.3 Fig. No. 27,

IR en cr™ 2928 (f), 1730 ( m), 1126 (f).Fig. No. 28
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Ulva Tasciata

4.4. Evaluacion de |os extractos obtenidos

Los datos representados en la tabla No. 5 nos indican que los

extractos no tuvieron una actividad relevante en los microorganismos que nos

interesan en este estudio ( Candida albicans y Staphylococcus aureus ) por lo que

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

{iva fasciata

No. Lxtrardo  Soluble E.cob S aurews Calbicom:s S.emeridins P.aeruginara Sepidermidis 8. faecalis
ur1.12 EF EtOH +++ + + ++ ++ -+ +
uri1.13 EP CIf - - - - ++ - ©-
UF1.14| Cif EtOH +++ + Neg Neg ++ Neg Neg
urz21s| cCif Cif +++ - ++ MNeg Neg Neg Neg
Uf 3.16 A EtOH ++ Neg + Neg + + Neg
ums3iz7z| a Cf - Neg - Neg + - -
Ui 418 | EtOH EtOH +++¢ - Neg ++ Neg ++ Neg
Uf419 | EtOH Agua - - - - Neg - -
Uf520 | MeQH EtOH +++ + ++ ++ ++ + ++
Uf521 | MeOH Agua Neg Neg - - Neg Neg Neg
Uf$22 | MeOH EtOM +++ Neg - - Neg - -
U623 | Agua EtOH - - Neg ++ Neg +++ Neg
Ur6.24 | Agua A+t + + - + - -
Ur6.25| Agua Agua Neg Neg Neg - Neg Neg -

Tabla No. $ Actividad de extractos obtenidos de  UTva fasciata,

T4



Gracilaria foliifera
4.5. Evaluacion de actividad antisnicrobiana de los extractos obtenidos.

Se agbtuvieron 10 extractos que fueron numerados como Gf 1.26 a
Gf 1.35, se les 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
(extracto etéreo soluble en cloroformo), Ex GF 3.29 (extracto acetonico soluble en
etanol) y el ExGf 4. 30 (extracta etanodlico disuelto en etanol/A), los cuales

fueron elegidos para realizar un fraccionamiento biodirigida.

|Graciiania folifiera o tikvahiae ]
Gf |Extraido Sotubfe Ecof S aureus C.albicans S.enteridiis P.aeruginasa S5.epidermidis 5. fascaks

1.26| EP Cif - AAa e+ + - e Heg
2.27 CIf EtOh  ++ + -t - ++ 4+ Neg
228 CIf Clf  +++ - - - + . -
329 A EtQOH +4+  +++ -t + -+ -+ Neg
4,30 EtOH EtOH 4%+ 4+ P, + -+ + Neg
4.31| EtOH EOH-A +++ - - Neg Neg Neg Neg
532 MeOH EIOCH ++ *bb Neg 4 -+ ++ -
5.33] MeOH Cif  Neg - Neg Neg Neg Neg -
6.34| Agua EtOH-A Neg Neg Neg - ++ Neg -
6.35| Agua A +++  Neg - - - - -

Tabla Neo. 6 Actividad antimicrobiana de extractos de Gracilaria foliifera o fikvahiae

4.5.1 Separacidn y evaluacion microbiolégica de extractos activos.

Se separaron 16 fracciones por medic de CG que fueron inscritas
como GF1.26 f 1 a Gf 1.26 f 16, se evalud su actividad antimicrobial por el método
descrito y segun los datos de la tabla No. 7, § fracciones resultaron activas: Gf
126f4, GF126f7, GfF 12618 GfF126f8 y Gf.26 f 11, de las cuales

solamente se pudieron purificar la Gf 1.26f 4 yGfF1.26f 8.
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Gracilaria foliifera

Extracto etéreo Extracto clorofdrmico

Columna normal Columna Normal Columna invertida
Fraccidn S.aureus C.sibvcans Fraceidn 8. aureus C. afbicans  Fraccion  S.aureus C.afbicans

Gf Gf Gf

1.26 f1 + Neg 3.29f17 Neg Necg 32927 Neg Neg
12612 * + 329118 Neg Neg 3.29f28 Neg Neg
1.26f3 ++ Neg 3.29119 Neg Neg 329129 Neg +++

1.26 747" | =+ - 3.29120 Neg Neg 329130 =+ +

1.26€§ - Neg 3.29 f 21 e Neg 3.2013t Neg +

12678 Neg i+ 329122  Neg Neg 3.29732 |Neg Neg
12817 +4+ ++ 320123 Neg Neg 3.20f33 Neg Neg

1.26F8 "GV | +++ - 320724 * ++ 3.20134 Neg ++
126¢9 +++ + 328128 Neg Meg 329735 WNeg Meg
12610 Neg +++ 329726 - +++ 329736 Neg Meg
1.26 1 11 et +

1.26 112 Neg Neg Extracto etinolico
1.26 113 | Neg Neg Fraccion

126714 | Neg * Gf

126116 | ++ + 4IEITCT e+

126116 | Neg Neg 430138  Neg
430139 +

Tabla No. 7 Actividad inhibitonia de fracciones de extractos de Gracilaria foliifera contra
diferentes cepas de mucroorgamsmos.

4.5.1.1. Fraccion Gf 1.26 f4 Compuesto “J 7

La fraccion Gf 1.26 { 4 obtenida con la elucion haxano/acetona 8:2 con un Rf

0.29, presenta los siguientos datos de espectros:

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 ( CHj), 19.78 { CHj), 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 l0s 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 jon molecular, 173 ( 1.4 ), 161
(0.52), 143 (4.5), 98 (18.5), 83 (33.2), 71 (100), 56 (41.1) Fig. No. 32,

Espectro RMN 'H en ppm. 1.28, 1.35 (I 17).1.66 (J 5), 2.31, 2.65, 2.97, 3.04,
3.40, 3.48, 3.55.3.63,3.98, 4.05 415,418 (J 10), 4.26, 4348, 447, 449 5,16
{J 16), 6.43, 7.24, 8.15 Fig. No.33.

COSY. Coordinacion de protones 6.43 con 2.31 y con 2.85, 3.63 con 4.34, 426
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, 52.95, 53.89, 55.09, 69.68, 69.84, 71.03, 95.91, 125.98, 12855,

156.71, 1567.91, 209.67, 213.27 Fig. No. 35.

4.5.2. Extracto Gf 3.29

El extracto Gf 3.28 corespondiente al obtenido con acetona y disuelto en etanol,
se separd por CC, se obtuvieron 110 fracciones Gf 3.29f 17 a Gf 3.29f 27, a las
cuales s€ les hizo la evaluacion microbiologica { Tabla No.7 ) teniendo actividad
relevante dos de ellas: la Gf 3.29 f 21 y la Gf 3.29 T 26, pero no se pudieron
punficar ni caractenzar quimicamente.

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

bicensayas que se realizaron ( Tabla No. 7).
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4.5.3. Extracto Gf 4. J0

Las tres fracciones separadas por particion de este extracto fueron evaluadas
microbiolégicamente contra [0s microorganismos ya mencionados y de acuerdo a
los resultados de @ tabia 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 fraccién se obtuva en forma de cristales incaloros alargados con un punto de
fusion de 192-194°C y sus datos especirales 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(J6),3.71(J7), 822 Fig. Na. 37.

COSY en ppm: se comrelacionan los siguientes protones 3.9 con 3.7, 3.6 con 2.4
Fig.38.
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Ulva Jaciuca

4.6. Evaluacion de actividad artimicrobiana de los exiractos obtenidos

La actividad biolégica de los 7 extractos obtenidos con los diferentes solventes se

analizo en los microgrganismos mencionados. Los datos representados en |a tabla

No.8 nos indican que los extractos no tuvieron una actividad relevante en los

microorganismos que nos inleresan en este estudio

(Candida albicans y

Staphylococcus aureus ) por lo que no se llevd a cabo la separacion ni evaluacion

de sus fracciones.

Ulva lactuca l

Extraido \Sofuble E.coi 5. aureys Calbicans S.enleridits P.aeruginosa S.epidermids S faecals
EF Clf - + ++ ++4 - +++ Neg
Cif EtoH + + + +++ 4 S Neg
cx cH +++ - - - + - -
A EtOH ++4 + + +++ ++4 ++ Neg
EtOH EtOH +HE + +++ ++ + Neg
EtOH EtOH/A +++ - Neg ++ Neg Neg Neg
MeQOH |[EtOH +H ++ ++ Neg ++ ++ -

Tabla No, 8 Actividad Inhibitona de extractos de Uhva lachica
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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 por 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 abtuvieron mejores
resultados en cuanto a [a actividad bicldgica, ( tabla No.1), fue el de maceracion,
esto concuerda con la reportade en la mayoria de los rabajos publicados sobre
organismos marinos, en los que s autores utilizan material fresco (30} 0 seco
(43), y realizan las extracciones en frio en sus diferentes modalidades : &l
método de centrifugacion, [o utiiza De Lara (25 ), para buscar propiedades
antibiéticas en algas benloniticas, l|a percolacién lo reporta Clark (87) para
realizar ensayos biodirigidos con el objeto de descubrir y desamollar nuevos
antibidticos, otros autores utilizan ta maceracion con agitacion continua; este
altimo método, aunqﬁe no fue utilizado en este trabajo, por pruebas realizadas
posteriormente, hos parece el mas recomendable ya que con él se obtiene mayor

cantidad de extracto.

Para la evaluacion antimicrobiana se utilizaron los métodos de
bieautografia y difusion (85,86), y aunque el primero resultaba muy atractivo
porque es rapido y eficiente, ya que es posible localizar la actividad de un extracto,
directamente sabre el cromatograma, no fue pasihle llevarlo a £abo por problemas

de contaminacion, por o 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 producios naturales

Se utilizd Ja Cromatografia en columna liquida y la Cromatoegrafia
en columna invertida, esta ultima tiene la ventaja que se usa menor cantidad de
silica y eluentes que en la anteriar, pero es muy importante la CCF previa para
elegir la mezcla de eluentes mas apropiada, esta se basa en |la 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 utilizada.,

{/fva fasciata

Se registro actividad en esta especie en |0s extractos obtenidos a
partir de solventes no polares (Tabla No. 5), particuiarmente el del éter de petrélao
Uf 1.12, pero accion relevante solo la encontramos contra Escherichia coli, por lo
que el proceso de separaciin no fue continuado ya que en este trabajo nos
interesa la actividad contra C. albicans y S. aureus.

Ulva lactuca

La Ulva lactuca al igual que otras especies de este géenero ha sido
utilizada en medicina popular, sobre todo en Asia ( € ), ya que poseen actividad
antimicrobial por el acido acrilico que contienen, sin embargo en los
microorganismos de nuestro interés C. afbicans y S. aureus , (05 extractos
obtenidos no tuvieron actividad relevante por lo que siendo este un estudio
biodirigida na fuaror tamados en cuenta para seguir con el proceso de separacion

y elucidacion de estructuras.
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Gracilaria foliffera o tikvahiae

Otra especie cuyo estudio nos péracié importante dado los
resultados obtenidos ( tabla No. 6 ) fue la Graciiana foliifera o tikvahiae; en esta
alga encontramos actividad antimicrobiana tanto en los extractos obtenidos con
solventes no polares como en los polares por lo que continuamos con la
separacion de los extractos activos contra C. albicans y S. aureus. { Fig No. 25 ),
el obtenido con éter de petrdleo (Gf 1.28), con acetona ( Gf 3.29 } y con etanol
(Gf 4.30),

Del extracto Gf.1.26 de Graciana foliifera, se separaron y
purificaron 2 fracciones, la Gf 1.26 f 4 a la que se le denominé compuesto “J~, y

la Gf 1.26 f 8 compuesic “G".

Compuesto “J”

El compuesto “J ", extraido con un solvente no polar como el
éter de petrdleo, presenta desplazamientos quimicos en ef 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 v 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 desprende que tenemos una cadena alifatica insaturada.

Compuesto "G ”

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

muy ancha en 3335 cm’, y otra en 1035 cm” que nos hacen suponer varios
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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 1685 ¢cm, propia de una cetona conjugada con un doble enlace o
de una amida, por estos valores dedujimos que en nuestro compuesto podriamos
tener estos grupos funcionales; en el espectro ¢ RMN (Fig. No. 32), encontramas
el picc que nos confimna el carbonilo 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 (69); en la regidn de insaturaciones,
124 a 130 ppm encontramos varias picos que nos hacen supaner que en nuestra
compuesto tenemos dobles enlaces y esto lo confimamas con el espectro de
masas (Fig. No 29) , donde aparecen picos con diferencia de 12 unidades como
m/z 173-181, 83-71 que indican este tipo de estructura, no encontramas
diferencias de 18 unidades que corresponderian a eliminacion de agua por grupos
oxhidrilos porque seguramente esta parte se elimind previamente ya que no
aparece el ion molecular, el pico base m/z 71 puede correspondera C;H; C=Q,
propio de cetonas, estos datos, ademas de los del ' H RMN ( Fig. No, 30 ), con
un pico can 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 gue tenemos un compuesto

insaturado con un grupo 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 purficados con punta de fusion 192°-194° se

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

suponemas que se trata de una sal de amonio por la bandas fuertes a 5137 ya
1402 cm ' de estiramiento y flexion respectivamente, del enlace N-H propios de
estos compuestos segun Pasto y Johnson (82). En el espectro ' H RMN (Fig. No.
34 ) aparece un pico con desplazamiento quimico a 3.7 ppm J 7 correspondiente
a metilenos unidos al nitrogeno ( 89 ) vy los relativos a metilos y metilenos
aparecen a un campe mas bajo que de ordinario, de acuerdo a estos datos

suponemaos que €s und sal de amonio con pocos atomos de carbono.
Sargassum fluitans

Los extractos obtenidos de Sargassum fluifans ( tabla 2 ),
presentaron actividad antimicrobiana relevante, en especial el Sf1.1, que
corresponde al extraido en éter de petroleo, la actividad biolégica reportada para
algas cafe es predominantemente citotdxica y antimicrobiana y Tringali ( 9 )
reporta esta accidon en extractos lipofilicos. Ademas el S.£.2.4, extraido en
cloroformo tambien presentd halos de inhibicidn importantes por o que estos dos
extractos fueron elegidas para su separacion por métodos cromatograficos ( Fig
No 7).

Del extracto S.1.1.1, Sargassum fluitans extraido en éter de petrolec
se gbtuvieron tres fracciones con actividad contra Staphyloccus aureus y Candida
atbicans ( tabla No 3 ) la fraccion Sf 1.1 f 8, denominada Compuesto * | * ; la Sf

1.1f11, compuesto “A " yla Sf 1.1 f 15, compuesto “D”.

94



Del extracto S.f. 2.4 Sargassum fluifans extraida en cloroformo, sdlo pudo ser
purificada wuna fraccion dque denominamos compuesto “K", separada por
cromatografia en columna invertida; particularmente nos interesaba esta fraccion
por haberia obtenido con un métoda en el que utilizamos el 20 % de |a silica y el

10 % de los eluentes usados en CC.,

COMPUESTO

E| especiro de masas ( Fig 9 ) nos indica un compuesto
que se descompone facilmente, esto 1o deducdmos por que no aparece el idn
malecular, las fracciones F' - 16 y F' - 18 , Ia presencia de Qxigeno y el pico F* -
34, de azufre, ademas el espectro en general y el pico base m/z 66 nos indica un
heterociclica aromatico ( 88) , lo cual confirmamos con el RMN 'H que presenta
un multiplete en 7.8 ppm con una J = 3.9 que de acuerdo a Silverstein ( 89) se
trata de un anillo de furane y en el ° C RMN, o comobaramos con la absorcion
en la region de aromaticos . El pico fuerte en €l IR (Fig. 10 a) a 1134 cm™ nos
- confirma la unidn C - O. y la presencia del grupo carboniio a 1730 cm™ tipico de
un éster, lo que confirmamos con el * C RMN con la absorcion a 166 ppm, por lo
que suponemos tenemos un compuesto con una funcion aster un anille de furano
y una cadena con azufre, de acuerdo a los datos anteriores suponemas que el

compuesto “1” tenga una parte de su molécula de la siguiente manera:
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COMPUESTO “D”

Debido a que se obtuvo muy poca cantidad de este compuesto
sdlo fue posible realizar el ' H RMN ( Fig. No. 19) el cual presenta picos a campo
aito de metilos y metiienos y dobletes en la regién aromatica que de acuerdo a su

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

COMPUESTO “"K"

De acuerdo al espectro ' H RMN ( Fig. No. 20 ) encontramos
picos caracteristicos de un éster de acide graso insaturado; Carballeira ( €8 ),
reporta valores similares en el acido 7-metil-6 actadecenoico obtenido en Holoturia
mexicana. El triplete a 0.8 ppm esta correlacionado de acuerdo al COSY (Fig. No.
22 ) al pico de la cadena de metilenos a 1.2 ppm, ademas ( Fig. No. 22a ]},
encontramos correlacion de Jos picos con 3. 6 con 4.1 ppm con una J = 5.6
corespondiente a pratones de dobie enlace conjugado con carbonilo ( 110), y 1.6
con 2.3 camrespondientes a radical etilo; para confirmar lo anterior, analizamos el
espectro de '* C RMN ( Fig Ne. 21), que presenta desplazamiento quimico en |a
region de carbonilo de esteres a 178 ppm, los picos entre 1258 y 130.8 ppm
correspondientes a carbonos insaturados |, los picos caracteristicos de la cadena
hidrocarbonada alrededor de 29 ppm y el del metile unido a la cadena & 14 ppm,

por lo que praponemaos la siguiente estructura.



5 4 3 2 1 1" 2

n

o)

Asignacion de senales:

Posicion 'H enppm "™ C enppm

1 178
2 3.5 130
3 4.1 125
4 1.2 29
5 0.8 14
1 2.3 68
2 1.6 22

COMPUESTO “A”

Fue el mas importante en nuestro trabajo ya que presentd mayor
actividad antimicrobiana que todos los aislados, con un MIC contra C. albicans de
0.16 mg/mL, por tal motiva se siguié con el proceso de purificacion para

determinar su estructura quimica por meétodos 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 Czp My O 2,
con un indice de insaturacion igual a 1, la deflexion del pico m/z 143 entre los de
m/z 129 y m/z 157 nos irklica una arborescencia de un radical metilo, (89,90) en

esta posicién; con estos datos suponemos que se trata de un éster etilico de un



acido graso de 17 atomos de carbono con un metilo coma ramificaciéon en el

carbdén No. 8.

Para confirmar esta estructura nas basamos en el espectro 'H
RMN ( Fig. No 12 } lo comparamos con el del ester etilico del scide estearico
(Fig. 12 a ) que aparece en el catalogo de Aldrich ( 91 ), en el cual observamos
que entre el pico del protén con desplazamiento quimice 0.8 ppm y el de 1.2 ppm
que pertenece a la cadena de metilenos comun en acidos grasos ( 67,90 ) no
aparece otro pico; a difersncia del ester del catalogo que es de cadena lineal, 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
pPPmM que integra para 2; en este2 campo tenemos ademas ot en 0.82 ppm que
integra para 8 protones y que de acuerdo al COSY esta correlacionado con la
cadena de metilenos que aparece a 1.2 ppm que integra para 25 protones, esto
concuerda con Choudury y Traguair (90) que reportan en los datos espectrales del
acido 4 metil-heptadecanocico, dos metilos de la cadena, el teminal y el
ramificado con el mismo desplazamiento y en |a cadena de metilenos, el CH
donde esta unidg este altimo; otros picos que aparecen son : un triplete en 2.1
ppm corespondiente a un metilene unido al carbonilo y otro a 1.4 que integra
para dos y esta unido a la cadena de metilenas, ( Fig. No. 18 ) Estos datos los
corrobaramos 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 €ster con un

desplazamiento quimico de 172 ppm, come io reporta Silverstein  (89), uno a 33
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ppm, otra a 31 ppm y el conjunto de picos de los metilenos caracteristicos de una
cadena de acidos grasos en 28 ppm (90 ), ademas de los desplazamientos del
radical etilo del éster, 56 ppm para el metileno y 18 ppm para el metilo, estos datos
los cerroboramos con los DEPT : en el de 45° { Fig. No. 17 ) encontramos como
sefial principal [a de 34.5 ppm comespondiente a un CH; en el de 135° ( Fig. No
15) los tres metilos a 13.56, 13.74 unidos a la cadena y 18.13 ppm €l del radical
etilo, de este mismo radical el metileno a 56 ppm y el conjunto de mefilenos de Ia

cadena hidrocarbanada.

Todos los datos antenores son cormroborados peor el HETCOR
(Fig. No. 14 ) gue nos correiaciona los picos siguientes: las carbones (metilos) 13.5
y 13.7 con los protones 0.8 ppm, el metilo 18 ppm con el protdn 1.0 ppm, los
metilenos de la cadena hidrocarbonada empezando con el unido 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 etilo 56 ppm con 3.4 ppm

que aparece a campe mas bajo por estar unidg directamente con ! oxigeno.

Por los datos expuestas anteriormente proponemos que la
estructura del compuesto “A” es la del ESTER ETILICO DEL ACIDO 6 METIL
HEPTADECANOICQ, el hecho que |0 obtengamos como éster etilico puede ser
un artefacto y deberse al proceso de extraccion como lo indica Guerreiro {( 77 ) ya
que |05 acidos grases como tales son comunes en los Qrganismoes mannos y su
actividad bioldgica ha sido repartada cientificamente desde Pratt en 1951 { §1)

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

,» Ml 128

mfe 157

C14Hzg‘&/0£0/\—-— C14H29-" . )l\o/\

mfe 88

La asignacion de las sefiales de 'H RMN y de *C RMN se
proponen de la siguiente manera;

18
o 15 13 11 3 7 - 5 3 1 O‘v/ 5
15 14 12 10 8 6 4 2 o) 1’
Pasicion 'H en ppm " Cen ppm
1 174
2 217 33
3 1.40 31
4 al 16 1.20 282a289
17y 18 088 13.5y13.7
T 3.43 96
2 1.0 18
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Una vez que la estructura quimica de este compuesto fue
determinada, se hizo una exhaustiva busqueda bibliografica a traveés del Banco de
Informacién del Chemical Abstracts System ( CAS ); no encontrandose referencia
alguna sobre este compuesto en organismos marinos, solamente scidos qrasos
de 15 a 19 atomos de carbon con un radical metilo en las pasiciones 6, 7, 890 9
estan reportados (93) en un insectac del género Muscidae, pero especificamente,

el Acido 6-metil-heptadecandico es la primera vez que se encuentra en
arganismos mannos.
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6.- CONCLUSIONES

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

Laos extractos no poiares de Sargassurm fluitans, presentargn el mayor indice de
inhibicibn contra £. coli, 5. aureus, C. albicans, y S. epidermidis, los de
Gracifaria folifera contra E. coli, S. aureus, C. albicans, S. enfenditis y S.
epidermidis.

Del extracto eter de petrdlec de 5. fluitans, se obtuvieron tres compuestos con
actividad antimicrobiana, un derivado de| furano sustituido con una cadena que
contiene azufre, un éster etilico de un acido graso ramificado y un compuesto
aromatico.

De la Gracilaria foliifera se obtuvieron tras compuestos activos : una sal de

amonio, un compuesto con una cadena insaturada y un glicdsido,

El compuesto que presentd mayor actividad antibidtica contra Candida albicans,
can un MIC de 0.16 mg/mL fue obtenido del extracto de éter de petrdleo de S.
fiuitans y su estructura corresponde al ESTER ETILICO DEL ACIDO 6 METIL
HEPTADECANCICO

El compuesto anterior no ha sido reportado en la literatura referente a
Organismos marnnos.

Con el método de cromatografia invertida se logro separar e identificar

compuestos activos, utilizando el 10 % de la cantidad de reactivos usados en
CC., por la 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 serfa interesante continuar su estudio, por ejemplo su

sintesis ¢ su mecanismo de accion a nivel celular.

Los extractos de Sargassum fluitans presentaron también actividad
contra S. epidermiidis y S faecalis por lo que seria importante hacer un estudio de
elios y elucidar las estructuras de |0s compuestos activos, asi como ampliar las

pruebas con otros microcrganismaos,

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

estudio para haceros mas eficientes y econdmicos.
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