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RESUMEN

En este estudio se desarroll6 la investigacion de la fraccion de cloruro de
metileno del alga Bostrychia calliptera con el fin de realizar un aporte a su

composicién quimica.

Para ello la fraccién de cloruro de metileno (FC) fue sometida a una separacion
a través de cromatografia liquida en columna abierta empleando como fase
estacionaria silica gel y como fase movil los solventes: hexano, acetato de etilo y
etanol en orden creciente de polaridad. La subfraccion de acetato de etilo
(SFCAE) por ser la de mayor peso nuevamente se sometid a sucesivas
separaciones obteniendo en estos procesos las subfracciones SFCAEs96 Y
SFCAEs+~4 puras. Estas subfracciones en placas de CCF desarrolladas sobre
silica gel empleando como fase mévil hexano: acetato de etilo (7:5) y reveladas
con luz UV de 254 y 365 nm y acido fosfomolibdico mostraron una sola mancha
con Rr de 0.26 y 0.36 respectivamente. Su posterior analisis por espectroscopia
de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 3C, H, DEPT, COSY H - 'H, HMQC
y HMBC permiti6 sugerir como las respectivas estructuras quimicas las
correspondientes a: Ci7H2803 (10-hidroxi-(7Z,9E,132)-trienoato de metilo) vy
C10H100s3 ((E)- metil-3-(4-hidroxifenil) acrilato).

El proceso de purificacién a través de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC) en fase normal a una longitud de onda de 280 nm de la subfraccion
SFCAEs+3, permitidé obtener puros los compuestos que eluyeron de forma
isocratica a tiempos de retencion de 4.7 y 6.8 minutos empleando como fase
movil hexano: acetato de etilo (32:68). El analisis espectroscopico de RMN no
registré sefales significativas por lo que no fue posible sugerir posibles

estructuras quimicas para ellos.
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Los compuestos elucidados se pueden considerar como derivados de las rutas
biosintéticas del acido mevalonico y shikimico. Dichos resultados nos animan a

seguir investigando las fracciones restantes de este organismo.
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INTRODUCCION

La mayoria de los productos naturales han sido extraidos de plantas terrestres,
mientras que el medio marino carece de una historia etnobioldgica y ethomédica
y aproximadamente solo hace 30 afios se estan desarrollando estudios que han
demostrado que éste, es un excepcional banco de sustancias bioactivas. Cada
afio aparecen nuevos registros de metabolitos del mar, lo que indica, que el

océano es un continuo y prolifico reservorio de productos naturales. M

Particularmente en las algas marinas algunos de los grupos de metabolitos
aislados que se han encontrado son diterpenos, eicosanoides, lecitinas,
esteroles y alcaloides. M Sin embargo, las algas marinas en la costa Pacifica
son las menos conocidas del continente americano. En Colombia hay pocas
especies reportadas en la literatura. Con certeza se sabe que el litoral pacifico
colombiano es relativamente pobre en cuanto a composicion de especies, si lo
comparamos con la costa caribel? la cual ha sido objeto de estudios en lo
referente a andlisis citoquimicost®l. Las posibles razones que podrian explicar
dicha pobreza de especies son: 1) alta pluviosidad, 2) salinidad reducida del
agua superficial debido a precipitaciones y desembocadura de rios, y 3)

condiciones desfavorables del sustrato. [

Bostrychia calliptera muestra valores relativamente altos de cobertura en Bahia
Mélaga, Bahia de Buenaventura y la Ensenada de Tumaco. La informacion
sobre la composicién quimica de las poblaciones naturales es til desde el punto
de vista cientifico y practico, pues contribuye a dilucidar e interpretar el aporte
de las comunidades bénticas vegetales al funcionamiento de los ecosistemas
regionales y ofrece informacion de gran ayuda en la planificacién y potencial

utilizacién del recurso.
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El presente estudio se constituye en el primer reporte quimico del alga
Bostrychia calliptera, que contribuye al conocimiento de la composicion de esta
especie de alga asociada al manglar consiguiéndose establecer de una manera

preliminar sus propiedades y/o caracteristicas quimicas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque aproximadamente el 70% de nuestro planeta esta cubierto por los
océanos, los organismos marinos permanecen todavia inexplorados pese a que
constituyen un recurso practicamente ilimitado que puede ser utilizado de forma
beneficiosa, a través de la biotecnologia, con el fin de desarrollar productos para
la agricultura, compuestos farmacéuticos, materiales de investigacion médica,
enzimas industriales, etc., debido a la biodiversidad de las especies de las
algas marinas, junto a la diversidad quimica y abundancia encontrada en cada

especie [4-20],

En el pacifico colombiano Bostrychia calliptera, es una de las especies mas
abundantes, incluso en areas contaminadas por metales pesados como las
bahias de Tumaco y Buenaventura; sitios donde se han reportado niveles de
mercurio, cobre y plomo que sobrepasan los considerados niveles normales en
aguas marinas 2. La abundancia y amplia distribucion de esta especie hacen
que tenga una posible utilidad como organismo bioacumulador de metales,
ademas que sea sumamente importante para disminuir los niveles de
contaminacion por estos elementos en aguas estuarinas tropicales, una
alternativa factible y de facil obtencién que podria mejorar las condiciones de
saneamiento basico para los pobladores en muchas regiones costeras,

incluyendo el litoral Pacifico colombiano.

Debido a que nuestro pais esta constituido por una extensa zona marina de la
cual hace parte la Bahia de Buenaventura cuyos organismos no han sido tan
ampliamente estudiados, existe un amplio desconocimiento acerca de la
composicién de éstas especies por lo tanto es preciso dedicarle especial
atencion y evaluar los organismos existentes en ella. Por este motivo éste
estudio se constituye en el primer reporte que desde el punto de vista quimico
se ha realizado sobre el alga Bostrychia calliptera, la cual es considerada un

organismo perenne de la Bahia de Buenaventura. En él se plantea la

15



investigacion de la fraccion de cloruro de metileno del alga como proceso inicial
para abordar el estudio de las sustancias presentes es éste organismo y asi
proporcionar informacion que en estudios posteriores permitan identificar las
diferentes propiedades que estos presenten y de igual forma proporcionar
nuevas materias primas o nuevos compuestos activos de utilidad multiple para

los seres vivos de forma natural o a través de su sintesis.

16



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Realizar el estudio preliminar de la fraccion de cloruro de metileno del alga
Bostrychia calliptera con el fin de determinar la estructura quimica empleando
Resonancia Magnética Nuclear Mono y Bidimensional de por lo menos dos

metabolitos secundarios separados y purificados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Separar los metabolitos presentes en la fraccion de cloruro de metileno del

alga Bostrychia calliptera por medio de cromatografia liquida en columna.

= Purificar las sustancias separadas por medio de cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC).

» Elucidar la estructura quimica de los compuestos puros a través de técnicas

espectroscopicas como espectroscopia de resonancia magnética nuclear

mono y bidimensional.

17



1. Marco Teorico

1. MARCO TEORICO

1.1. ALGAS

Un alga es una planta fotosintética, no vascular, sin raices y que tiene
estructuras reproductoras simples. Estos organismos marinos constituyen un
total de veinticinco a treinta mil especies, con una gran diversidad de formas y
tallas, y pueden existr como organismos unicelulares microscopicos

(microalgas) y pluricelulares de gran tamafo (macroalgas). [2?

A pesar de que estos vegetales no poseen raiz, tallo, ni hojas, poseen una
estructura general denominada talo en la que se pueden reconocer tres formas

estructurales diferenciables: la fronda, el estipe y el rizoide (Figura 1).

Figura 1. Estructura General de un Alga

FROMDA

ESTIPE

RIZOIDE
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1. Marco Teorico

Fronda: esta estructura es el simil de las hojas de las plantas superiores,
generalmente poseen formas laminares que le permiten una alta captacion de
luz y diéxido de carbono, puesto que su principal funcion es realizar la

fotosintesis y abastecer de gltcidos al resto de la planta.[?!

Estipe: este constituye el tallo, como en las plantas superiores y en algunas
plantas mas especializadas. Su funcion es la sujecibn mecénica de la fronda,
funciona como conductor de glucidos desde la fronda al resto de la planta. A
pesar de que no posee capilares como los tallos, cumple la funcion de

transporte gracias al desarrollo de algunas células especializadas. [?3!

Rizoide: es de aspecto morfolégico similar a la raiz de las plantas superiores y
su funcion es la fijacion del alga al sustrato. Esta estructura tiene una hendidura
en la base la que le permite que funcione como una ventosa que se adhiere con
mucha fuerza al sustrato, y ademas crece junto con la forma de éste,
aprovechando las desigualdades del fondo para fijarse con més fuerza. Existen
muchas formas de rizoide, sin embargo su forma general es conica circular. Los
rizoides desarrollan células meristemales que permiten el crecimiento de nuevos

talos y frondas. [?°]

Las algas se caracterizan por su gran rigueza en proteinas, mucilagos,
oligoelementos, vitaminas, y principios activos de importancia vital, tales como el

yodo, fosforo, potasio, cloro, azufre, etc. [2]

Ultimamente, las investigaciones quimicas que han sido llevadas a cabo sobre
algas marinas (micro y macroalgas) han demostrado que estos organismos
producen una amplia variedad de metabolitos secundarios bioldgicamente
activos, con estructuras moleculares Uunicas, no encontradas en otros
organismos. Ademas de ser las responsables de mas de la mitad de la actividad
fotosintética del mundo al pertenecer al llamado fitoplancton (parte vegetal del

plancton marino), las microalgas son frecuentemente objeto de estudio cientifico

19



1. Marco Teorico

y de interés comercial debido principalmente a su gran diversidad taxonémica
(cerca de 40,000 especies unicelulares) y bioquimica, cabe mencionar, un
estudio realizado del organismo marino Tethya aurantia, cuyos principios activos
demostraron actividad cardiodrepresora 4 y de igual forma un estudio quimico
del alga roja Pantoneura plocamioides, endémica del Antartico, que permitio el
aislamiento de seis nuevos monoterpenos oxigenados denominados
pantofuranoides los cuales debido a sus propiedades antisépticas y
antioxidantes son empleados en la industria de la perfumeria, en la elaboracion
de cosméticos, y en otras preparaciones farmacéuticas; las estructuras

quimicas elucidadas de éstos compuestos se muestran en la figura 2.2

Figura 2. Estructuras de pantofuranoides

\ Br

OH

PANTOFURANOIDE (1-3), X=Br
PANTOFURANOIDE (4-6), X=OH

Es por esto que las microalgas son el foco de atencion de numerosas
investigaciones farmacolégicas donde sus extractos han sido probados como
nuevas sustancias con actividad biolégica, ademas de eso, las algas han sido
explotadas desde hace ya mas de un siglo como fuente de coloides que son
usados exitosamente y con un amplio espectro de posibilidades como
espesantes, gelificantes y estabilizantes en la industria alimentaria. Un valor
afiadido lo da el hecho de que las microalgas son facilmente cultivables, con
crecimientos muy rapidos, por lo que proveen una alternativa a la sintesis

quimica para la produccién a gran escala de estos compuestos activos. 124

20



1. Marco Teorico

No hay que olvidar que las algas marinas son organismos que viven en un
habitat complejo y estan sometidos a condiciones a veces extremas (cambios
bruscos de salinidad, variacién en la irradiacion, periodos de emersion por
efecto de las mareas, oleaje y predadores) por lo que tienen que saber
adaptarse rapidamente a las nuevas circunstancias produciendo metabolitos
que pueden ser de gran utilidad para el hombre [4-20. 261 responden facilmente a
las descargas de nutrientes y sustancias toxicas, haciendo de ellas buenos
indicadores de los cambios en la calidad del agua por ser organismos sensibles
a las concentraciones de metales y abundar en los ambientes costeros; las
algas marinas son ideales como organismos indicadores de polucion en
ambientes estuarinos y aguas costeras por presentar ciclos de vida cortos, lo

que las hace indicadores adecuados para impactos a corto plazo. [?7]

El papel de las algas como bioindicadores en la absorcion y degradacion de
contaminantes ambientales se ha venido estudiando. Las macroalgas pueden
acumular metales trazas varias miles de veces mas, que su concentracion en el
agua de mar 28, La bioacumulacién, independientemente de los fendmenos que
la provocan, tiene como resultado que un organismo o0 sus tejidos presentan
concentraciones de especies quimicas superiores a las del medio ambiente
donde se desarrolla. Esta capacidad que presentan algunos organismos los

hace convenientes para realizar programas de vigilancia en el medio acuéatico?°.
1.1.2. CLASIFICACION

Entre las algas existe una gran variedad de formas y tamafos, tipos de nutricion,
respiracion y reproduccion, asi como de los héabitat que ocupan. Poseen la
clorofila que asociada con pigmentos, les proporciona sus colores
caracteristicos. Casi todas se desarrollan en medios acuaticos y solo algunos
géneros subsisten en ambientes terrestres siempre que contengan suficiente

humedad ya sea en troncos de arboles o en el suelo. La mayoria son
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1. Marco Teorico

microscopicas y forman parte del fitoplancton como primer eslabon de la vida

marina aunque existen otras de varios metros de longitud.

Los ficologos definen a las algas como organismos fotosintéticos con Clorofila a
y con estructura de talo no diferenciada en raices, tallo u hojas como las plantas

vasculares. Se clasifican en 11 grupos con categoria de division 30311,
De entre ellos se destacan cuatro:

1. Cianoficeas (algas verde-azuladas)?®: Son organismos procariotas

fotosintéticos que poseen clorofila a, estdn mas proximos a las otras bacterias

fotosintéticas que a algas eucariotas por lo que también se les denomina

cianobacterias.

El nombre comun viene del tono azulado que tienen debido a un pigmento
biliproteico, ficocianina (Figura 3), que enmascara el color verde de la clorofila.
Son organismos muy primitivos (aparecen en el periodo precambrico, hace 3000

afos) y cosmopolitas.

Figura 3. Estructura Ficocianina

COOH COOH
CH3 HZC CH2 CHgs
CHj HC CH,

Entre las que tienen uso biotecnoldgico destaca Spirulina que se emplea como

alimento por su alto contenido en proteinas (hasta el 70% del peso seco).
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Muchos de estos organismos tienen capacidad de fijar nitrégeno atmosférico al

tener el sistema enzimatico nitrogenasa 22,

2. Rodoficeas (Algas rojas)?3l. El color pardo-rojizo viene dado por la existencia

de biliproteinas, ficoeritrina (Figura 4) y ficocianina principalmente, que

contribuyen a enmascarar el color verde la clorofila.
Figura 4. Estructuras Ficoeritrina

COOH COOH
CHs 2c CH2 HZC
CH3HC

ol WioWel

Las algas rojas son organismos eucariotas, es decir que tienen membrana
nuclear y, por regla general, estan confinadas a habitat marinos. Algunas son de
gran belleza y, como los cianofitos, carecen de clorofila b y tienen pigmentos
especiales rojos y azules. La mayoria se caracteriza por la presencia de puntos

de conexion entre sus células que resultan de una division celular incompleta.

Las primeras algas rojas datan de la era paleozoica, periodo siluriano (hace
435-460 millones de afios). En las paredes celulares presentan polisacaridos
complejos cuya funcion principal es servir como cemento (coloide) que
cohesiona la estructura del alga. Los ficocoloides (agar y carragenatos) son los

principales productos de interés industrial en estas algas.

Las paredes celulares de ciertas algas rojas son la Unica fuente de donde se
extraen estos dos carbohidratos polisacaridos de gran importancia economica.

Ambas sustancias estan quimicamente relacionadas y tienen propiedades
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suspensivas, emulsionantes, estabilizantes y gelificantes. El agar es conocido
por su uso en la preparacion de los medios de cultivo para los microorganismos;
el carragenato por su empleo en la fabricacién de productos lacteos, aunque
también se usa en la industria textil, en cosmética, en farmacia y en tipografia.
Varias algas rojas, de las cuales la mas conocida es el nori, son importantes en

la dieta de algunos pueblos, especialmente en Japén.

En este tipo de algas la principal especie es Bostrychia calliptera que puede
llegar hasta el nivel de la maxima marca alta formando mechones colgantes
dispuestos hacia el suelo. Otras especies que habitan en la misma asociacion
son: Bostrychia tenella, Catenella caespitosa, Catenella. impudica y Caloglossa

stipitata.

3. Feoficeas (algas pardas)i®®: Las algas pardas, como las algas rojas, se

encuentran principalmente en habitat marinos. La coloracion parda, de tonalidad
muy variable, es debida a la presencia de ciertos pigmentos carotenoides,
fucoxantinas (Figura 5). También carecen de clorofila b; ademas de la clorofila a

poseen clorofila c.

Figura 5. Estructura Fucoxantinas

Las algas pardas se conocen por su crecimiento rapido, su inmenso tamafio y

por sus tejidos relativamente complejos.
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En la pared de algunas especies se encuentran coloides denominados
alginatos, ademas muchas algas pardas poseen también interés agropecuario,

en la alimentacién humana, farmacologia y cosmética.

El alginato, un polisacarido que se obtiene de los feofitos, se usa y comercializa
del mismo modo que el agar o el carragenato. Las algas pardas son también
fuente de vitaminas y minerales y se utilizan como fertilizantes. Algunas
especies (como el kobu) constituyen un aporte alimenticio importante,

especialmente en la comida japonesa.

Los alginatos son las sales del acido alginico, polisacarido lineal constituido por
dos unidades monoméricas, el acido B-D-manurénico (M) y el &cido a-L-
gulurdnico (G). Estos se agrupan en bloques de secuencias MM, MG, unidos por
enlaces glucosidicos B (1-4); y bloques GG, GM, unidos por enlaces

glucosidicos a (1-4).

Las estructuras clasicas de Haworth para los dos mondmeros se muestran en la
Figura 6, mientras la Figura 7 ilustra las llamadas estructuras de silla que

permiten ver en forma mas clara el arreglo tridimensional de las moléculas:

Figura 6. Estructuras clasicas de las dos unidades monoméricas del

acido alginico

COOH H
0 +——-0
JH H ’/O_ JH COOH F||
(0] HO 0] HO |
\_\ H \_\ o—
H H H H

Unidad Acido B-1,4-D- Manurénico  Unidad Acido a -1,4-L- Guluranico
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Figura 7. Estructuras en formas de silla

COOH OH
O 0
HO OH HOOC OH
HO OH OH
OH
B-D- Manuronico a-L- Guluranico

4. Cloroficeas (algas verdes)?3l. Las algas verdes se asemejan a las plantas

superiores en que tienen clorofila a y b ademas de almidon como material de
reserva. La mayoria son unicelulares o coloniales y constituyen una parte
importante del plancton de los habitat de agua dulce. Muchos clorofitos
unicelulares se agrupan en filamentos y son visibles como musgo de rio o verdin
de charca. Las algas verdes de agua dulce mas evolucionadas son las
caroficeas. En habitat marinos las mas desarrolladas se componen de sifones
plurinucleados y alcanzan una longitud de 10 metros. Un género tiene las
paredes celulares impregnadas con una forma de carbonato de calcio llamada
aragonita y contribuye de modo importante a la formacion de los arrecifes de
coral. Algunos estudios indican que, probablemente, las caroficeas y otros

clorofitos evolucionaron hacia los briofitos y las plantas superiores.

Son algas que han colonizado todos los ambientes, encontrandose el 90% de
las especies en agua dulce y el 10% restante en aguas marinas. Las especies

de agua dulce tienen una distribucién cosmopolita.

Las especies que forman los manglares del Pacifico colombiano pertenecen a
cinco familias Rhizophoraceae (R. mangle, R. harrisonii y R. racemosa),
Avicenniaceae (Avicennia germinans, A. tonduzii), Combretaceae (Laguncularia
racemosa, Connocarpus erectus), Theaceae (Pelliciera rhizophorae) vy
Caesalpinaceae (Mora megistosperma). Estas especies se distribuyen

dependiendo de las caracteristicas medio ambientales, como amplitud y rango
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de proteccion de las mareas, composicion del suelo, oferta de agua dulce,
proteccion de la accion directa del oleaje y del acarreo de arena, flujo de

nutrientes, microtopografia y clima entre otros. 52

Dentro de los principales organismos que tienen representantes notorios en los
manglares del Pacifico colombiano estan las Comunidades algales, constituidas
por varias especies de algas que viven asociadas a las raices aéreas de los
arboles de mangle rojo o a los pneumatoforos de mangle negro. Las principales
especies son las macroalgas: Chaetomorpha califérnica considerada una alga
verde perteneciente a la clase Chlorphyceae; Bostrychia calliptera y Catenella

impudica consideradas algas rojas perteneciente a la clase Rhodophyceae.
1.2. Bostrychia Montagne (1842)134

En éste género se encuentran especies de algas muy pequefas, son
generalmente color purpura y habitan aguas salobres, manglares humedos y en
estuarios, hasta encontrarse en aguas dulces lejos del mar. Crecen sobre
rocas, troncos y raices de mangle. Estan en forma colgante pero en partes

donde les da poca luz.

1.2.1. Bostrychia calliptera (Montagne) Montagne, 1850, Rhodomela calliptera
Montagne, 1840.[2:34:35]

Se caracteriza por presentar talos vino-tinto que forman cojinetes de hasta 7cm
de largo, ejes rastreros fijos por hapteros formados en la cara inferior de las
ramificaciones; los ejes principales son corticados, tienen un diametro de 450
micrometros 0 mas, corticados. Células corticales de forma irregular en vista
superficial. Ramificaciones de los ejes principales dicétomos o policotomos;
ramas laterales menores a 0.5 mm y de insercion distica, corticados en la parte

basal y media, polisifonicos hasta los apices. Segmentos del talo con dos
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verticilos de cuatro células pericentrales. Tetraesporangios en estiquidios con

apices atenuados (Schnetter &

Bula 1982).

1.2.2. Clasificacion Sistematica 34

Tabla 1. Clasificacion Sistematica de Bostrychia calliptera.

Clasificacion Caracteristica
Reino Protista
Division Rhodophyta
Clase Rhodophyceae
Subclase Florideophycidae
Orden Ceramiales
Familia Rhodomelaceae
Género Bostrychia (Montagne, 1838)
Especie Bostrychia calliptera (Montagne) Montagne, 1850.

1.2.3. Distribucién Mundial (34

Atlantico: Sur América y Africa.

Pacifico: Norte y Centro América, Sur América, Japon, China y Filipinas y

Australia.

1.2.4. Distribucién en Colombia 34

Departamento del Choc6: Bahia Cupica, supralitoral, sobre rocas, cabo

corrientes sobre rocas sombreadas, supralitoral.
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Departamento del Valle: Bahia de Buenaventura: desembocadura del rio Dagua;
La Bocana, zona intermareal, sobre raices de manglares. Isla Gorgona,

supralitoral, sobre rocas humeda y sombreada.

Departamento de Narifio: Isla de Gallo, zona intermareal, sobre rocas; Bahia de

Tumaco, zona intermareal.
1.3. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA COMPOSICION DE LAS ALGAS

La biologia marina se ha encargado de estudiar los fenOmenos que se
presentan en los seres marinos, tratando de generalizarlos para establecer sus

leyes, y de investigar las causas que los producen.

Todo organismo habita en un medio ambiente determinado, constituido por el
conjunto de seres vivos y por los factores fisico-quimicos que lo rodean e
influyen directa o indirectamente sobre él. Si el organismo se encuentra
adaptado al medio realizard de manera normal sus funciones. Todos los seres
vivos deben alimentarse, respirar, sintetizar nuevas moléculas organicas y
eliminar los productos metabdlicos no requeridos, asi como crecer y
reproducirse. En el medio acuatico se encuentra una serie de factores
fisicoquimicos, como son la temperatura, la salinidad, el pH y las corrientes
marinas, que intervienen en la distribucion y composicion de los diferentes

organismos en sus aguas.

Sin embargo, el medio oceanico imprime a los seres que lo pueblan toda una
serie de caracteristicas indispensables para su supervivencia. Los vegetales
presentan una gran diversidad de tamafos, formas y colores; los microscépicos
son los mas numerosos y constituyen el fitoplancton, encontrandose entre ellos
las diatomeas, los flagelados fotosintéticos y las algas verde-azuladas. Una
caracteristica basica de estos organismos es la de presentar pigmentos

depositados en organoides celulares, como los cloroplastos y los cromoplastos,
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que les permiten realizar procesos fotosintetizadores, y otras es la de arreglar su
estructura para presentar mayor superficie de absorcion de los rayos solares y

para la flotacion.

Los vegetales macroscépicos, en su mayoria, pertenecen al grupo de las
llamadas algas marinas, que crecen adheridas a firmes sustratos como rocas,
conchas, pilotes, etcétera, y que, por lo tanto, estdn necesariamente confinadas
a los continentes e islas, 0 a zonas superficiales submarinas donde puedan

fijarse y tener luz suficiente para realizar la fotosintesis.
1.4. ANTECEDENTES
1.4.1. De actividad bioldgica de algas marinas

Dentro de la bibliografia concerniente a la evaluacion de la actividad biol6gica de

diversos extractos de algas marinas se reporta:

- Actividad antimicrobial, insecticida, antitubercular y anticancerigena, atribuidas
a monoterpenos polihalogenados lineales y ciclicos aislados de Plocanium

chondrococcus y ochtodes. 3¢l

- Actividad antibacterial en contra bacterias marinas del habitat algal, atribuida a
compuestos halogenados contenidos en algas del género Laurencia.l3": 38l

- Efectos antitumorales de extractos del alga Marginisporum crassissimum.[3°]

- Efectos antitumorales de extractos del alga Dictyota dichotoma.[4%l

Con respecto a especies del mismo género es escasa la literatura citada se
reporta la actividad antiviral en contra del virus del Herpes y anticoagulante de

galactanos sulfatados extraidos del alga Bostrychia montagnei.[4!]
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1.4.2. De composicion de algas del mismo género

Las investigaciones desarrolladas con algas del género Bostrychia revelan la
presencia de polioles como alditol, dulcitol y sorbitol, carbohidratos de bajo peso

molecular como glucosa, fructosa, tetralosa, monoglicerato de sodio.*2-48l
1.5. PROCESO DE SEPARACION
1.5.1. Cromatografia en Columna[2% 49

Es una técnica que separa uno de solutos basada en la velocidad de
desplazamiento diferencial de los mismos que se establece al ser arrastrados
por una fase movil (liquida o gaseosa) a través de un lecho cromatografico que
contiene la fase estacionaria, la cual puede ser liquida o sdlida. En la
cromatografia en columna se utiliza un tubo cilindrico, en cuyo interior se coloca
la fase estacionaria y a su través se hace pasar la fase moévil. El flujo de la fase
movil a través de la estacionaria se consigue: 1) por presion, 2) por capilaridad,

3) por gravedad 291,
1.5.2. Cromatografia en Capa Fina (CCF) o Capa Delgada (CCD) 15

El proceso cromatografico implica la distribucién diferencial de un soluto o
sustancia adsorbible entre dos fases, una de las cuales esta inmdévil o
estacionaria (adsorbente o papel) y la otra movil (disolvente o portadores). Asi
la fase movil se pone en equilibrio con una porcién de la fase estacionaria y
luego fluye hacia siguiente porcién estacionaria, donde vuelve a ponerse en
equilibrio, y a continuacion fluye hacia la tercera fase estacionaria y asi
sucesivamente, alcanzando el equilibrio de reparto en cada uno de ellos. En la
separacion cromatogréfica, el disolvente, el adsorbente y los componentes de la
mezcla que se esta separando o resolviendo, interaccionan entre si y por ello

constituyen un sistema cromatografico.

31



1. Marco Teorico

Tanto en la cromatografia de adsorcibn, como en la de reparto, es muy
importante la relacion entre la velocidad de movimiento del soluto y la velocidad

de movimiento del disolvente de desarrollo, o sea la siguiente expresion:

_ Velocidad de movimiento del soluto
F~ Velocidad de movimiento del disolvente

1.6. PROCESO DE PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA 149,511

Esta técnica consiste en hacer pasar la fase liquida sobre el soélido soporte o
activo a retenido en una columna recta a altas presiones, el pequefio tamafo de
particula de la fase estacionaria que aunque muy empaquetada deja que la fase

movil la atraviese y de esta manera se aumenta la eficacia separativa.

En cromatografia liquida pueden distinguirse dos tipos generales segun sea la

naturaleza de la fase moévil;

a) Cromatografia Liquida Normal: en ella la fase mévil es de naturaleza no
polar, mientras que la fase estacionaria es fundamentalmente polar.
b) Cromatografia Liquida en Fase Reversa: en la que la fase mévil es polar

y la estacionaria no polar 9,
1.7. ANALISIS QUIMICO
1.7.1. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Esta técnica es la herramienta mas poderosa de que se dispone para la
determinacion de la estructura de los compuestos organicos, a traves de las
variaciones de las posiciones de las absorciones de resonancia magnética
nuclear, que se originan en la proteccion y desproteccion de electrones, es

decir, los desplazamientos quimicos. Como el carbono e hidrogeno son los
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componentes principales de las moléculas organicas, para los quimicos son muy
atiles el protén (*H) y el carbono 13 (*3C) y de esta forma los espectros de

resonancia magnética nuclear que se interpretan 2,

El experimento DEPT tiene en cuenta la poblacién de 'H para ver las sefales
de 13C, edita las sefiales en orden para obtener respuesta de grupos CH, CHz, y

CHz de acuerdo al angulo ¢ (n/2, 3n/2, = /4) del pulso *H.58
1.7.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear bidimensional

En un aparato de RMN tenemos mas de un emisor de frecuencias con lo cual se
puede irradiar con varias frecuencias diferentes si fuese necesario, pero también
se puede hacer lo que se denominan secuencias de pulsos es decir se irradia la
muestra se deja un cierto tiempo para que se relaje parcialmente y vuelve a
irradiarse con frecuencias o campos diferentes antes de que acabe de relajarse.
También cabe la posibilidad de considerar experiencias en las que la relajaciéon
de los nucleos varie como funcion de dos tiempos de espera diferentes que van
a dar lugar a unos espectros cuya representacion deberia ser tridimensional y
gue como convenio 0 convencion se representan mediante curvas de nivel
semejantes a los mapas topograficos y que se conocen como RMN
bidimensionales. Dependiendo de las secuencias de pulsos usadas y de dichos
tiempos de espera entre los pulsos se obtienen diferentes espectros siendo los
dos mas usados el espectro COSY homonuclear y la correlacién heteronuclear
(HMQC y HMBC). En el primero de ellos se observan los protones que estan
relacionados entre si mediante acoplamientos y en el segundo nos indica que
protones se relaciona con que carbono y viceversa en forma directa y a larga

distancia.[®s!
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2. SECCION EXPERIMENTAL

2.1. REACTIVOS Y EQUIPOS

Los reactivos y equipos empleados en el desarrollo de la metodologia para
lograr la elucidacion estructural de metabolitos contenidos en la fraccién de

cloruro de metileno del alga Bostrychia calliptera se describen a continuacion.

2.1.1. Reactivos

REACTIVOS GRADO COMERCIAL Y ANALITICO:

¢ Metanol, GR ACS, Merck, EM Science, Pureza 99.8%

¢ n-Hexano, GR ACS, Merck, EM Science, Pureza GC >98.5%.

¢ Acetato de Etilo, Merck, EM Science, Pureza 99.8%.

¢ Etanol Comercial

¢ Etanol absoluto, ACS, Riedel-de Haen, Pureza 99.8%

€ Alcohol butilico normal, Mallicnckrodt, AR, pureza 99.9%

¢ Acido acético glacial, Merck, EM Science, Pureza 99.8%.

¢ Cloroformo, GR ACS, Merck, EM Science, Pureza 99.8%.

¢ Benceno, ACS, Fisher Scientific, Pureza 99%.

© Placas cromatograficas de silica gel de 20 x 20 cm con indicador de
fluorescencia.

¢ Theobromina, Eastmar Organic Chemicals.

¢ Acido sulfarico, ACS, Fisher Scientific, Pureza 95.7%.

¢ Acido tartarico, Pureza 99.5%

€ Nitrato de bismuto Pureza 99.5%

¢ Ninhidrina, Pureza 99.9%

¢ Acido borico, Pureza 99.9%

€ Acido citrico, Pureza 99.5%

€ Vainillina, Merck, Pureza 99.9%
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L A S I N

2,4,6-colidina

Catequina, Sigma, Pureza 98%

Acido gélico, Sigma.

Kieselgel G (Typ 60), Merck.

Sephadex G-25, Pharmacia Biotech.

Cartucho Waters Sep-Pak Vac 12 cc, Silica 2 g, 1.6x3.0 cm (dxh)

SOLVENTES GRADO HPLC:

¢ n- Hexano, GR para andlisis, Merck, EM Science, Pureza GC >96 %

€ Acetonitrilo, Mallinckrodt HPLC, Pureza 99.9%.

¢ Acetato de Etilo, Merck, EM Science, Pureza 99.8%.

¢ Metanol, Fisher Scientific, Pureza 99.9%.

REVELADORES:

¢ Acido Fosfomolibdico: se disuelven de 1.5 a 5.0 g de &cido fosfomolibdico en
100 mL de etanol. Se rocia y calienta a una temperatura entre 125-150°C
por 5 minutos.

¢ Lieberman-Burchard: 5 mL anhidrido acético y 5 mL &cido sulfdrico
concentrado se agregan cuidadosamente a 50 mL de etanol absoluto,
mientras se enfria en bafio de hielo.

¢ Dragendorff: mezclar partes iguales de las soluciones a 'y b.
Solucion a: disolver 1.7 g de nitrato de bismuto (Ill) y 20 g de acido tartarico
en 80 mL de agua.
Solucién b: disolver 16 g de yoduro de potasio en 40 mL de agua.

€ Ninhidrina: disolver 0.3 g de ninhidrina en 95 mL de 2,4,6-colidina 'y 5 mL de

acido acético glacial.
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© @

&

Reactivo Citrobdrico: disolver 5 g de &cido bdérico y 5 g de &cido citrico en
100 mL de etanol.

Hidroxido de Potasio 5% en etanol

Vainillina — &cido sulfarico: se asperjan los cromatofolios con la solucién |

luego con la Il se calienta a 110°C por 5 -10 minutos.
Solucién I. acido sulfarico al 5% en etanol
Solucioén II. Vainillina al 1% en etanol.

Reactivo de Baljet: mezclar partes iguales de a 'y b.

Solucién a: disolver 1 g de acido picrico en 100 mL de etanol.

Solucién b: disolver 10 g de hidroxido de sodio en 100 mL de agua.

2.1.2. Equipos

4

&

4

&

Lampara UV, Spectroline E-Series, proporciona longitud de onda larga y
corta (365 y 254 nm).
Espectrofotometro Ultravioleta- visible GENESIS 6.
Cromatografo Liquido de Alta Eficiencia (HPLC), Hewlett Packard 1100
Series que consta de :

- Desgasificador G1322A

- Bomba Cuaternaria G1311A

- Detector UV G1314A

- Puerto de Inyeccién G1328-95001

- Software: Instrument Online

Columna Cromatogréfica p-porasil, 3.9 x 300 mm, Grupo funcional: silica,
Tamafio de particula nominal 10 pm, Diametro medio de poro 125A.
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¢ Columna Cromatografica Hypersil ODS Cis 4,0 x 250 mm, Tamafio de
particula nominal 5 pum.

¢ Secador Manual, Black & Decker, 9756, Type 2, 260°C/550°C.

¢ Horno Isotemp Oven, Modelo 737G, Fisher Scientific.

¢ Lavorota 4001 Heidolph.

¢ Extractor Gases y Humos, Modelo C180X Standard.

¢ Liofilizador Labconco.

¢ Espectrémetro Broker AMX-400 MHz.

2.2. METODOLOGIA

Para realizar la elucidacion de la estructura quimica de los metabolitos
contenidos en la fraccion de cloruro de metileno del alga Bostrychia calliptera
fue indispensable llevar a cabo una metodologia constituida por un proceso de
separacion, purificacion y elucidacion estructural de las sustancias puras a

través de analisis quimico.

Para llevar a cabo cada de uno de estos procesos se tenia como material de
partida la fraccién de cloruro de metileno que fue obtenida en un estudio previo

después de realizar los siguientes pasos:
2.2.1. Identificacion del Organismo [?1]

Especie: Bostrychia calliptera
Familia: Rhodomelaceae

Color: verde claro.

Aspecto: fibroso.

Olor: hierba seca, poco penetrante.
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2.2.2. Proceso de Recoleccion

Las muestras de B. calliptera (Figura 8) fueron recolectadas en la Bahia de
Buenaventura (3° 54' N, y 77° 5' W) durante los meses de Junio del 2003 hasta
Agosto de 2003, en marea baja y en forma manual, por el Bidlogo Enrique Pefa
de la Universidad del Valle. Las muestras se lavaron con agua desmineralizada
y se envolvieron en toallas de papel humedecido con agua desmineralizada, se
empacaron en bolsas de polietileno y se transportaron al laboratorio. Después
de su identificacion y recoleccion se conservd ésta especie en la sede de

biologia marina de la Universidad del Valle 21,
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2.2.3. Proceso de Extraccion

Figura 9. Proceso de extraccion del alga BC

5 kg. de Bostrychia calliptera
recolectados

Secado a 40°C

2 kg. de Bostrychia calliptera
Secos

Extraccion con Etanol : Agua (90:10)

29.775 g Extracto Etandlico : Agua (90:10)

Separacion con Hexano

4 x 100 mL
Fraccion de Hexano Fraccion de
7.735 g F(H) Etanol: Agua (90:10)
Adicion
de Agua
Fraccion de

Etanol: Agua (50:50)

Separacion con Cloruro
de Metileno 4x 500 mL

» Eliminacion de solvente
Fraccion de Cloruro

de Metileno - 9.965 g

F (C) '

Fraccion Etandlica
3.900g F(E)

Las fracciones obtenidas en éste proceso fueron almacenadas a una

temperatura de -6°C.
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2. Seccion Excperimental

2.2.4. Proceso de Separacion

El proceso de separaciéon se llevé a cabo a través de sucesivos montajes de
cromatografia liquida en columna (CC), empleando diferentes fases
estacionarias, variando la altura y el diametro de la columna, por medio de
elucién a gravedad (para Sephadex G-25) o con presion (para kieselgel G) y
modificando la composicion de la fase mévil. Las CC realizadas consistieron en
hacer pasar la muestra a separar a través de la fase estacionaria elegida
empleando una fase movil, de tal forma que el eluido de la columna se
recolectaba cada 5 mL aproximadamente en diferentes tubos, hasta liberar por
completo los compuestos retenidos por la fase estacionaria. Este proceso fue
seguido a través de CCF sobre silica gel usando como reveladores luz UV (254
y 365 nm) y éacido fosfomolibdico, permitiendo establecer de esta forma la
respectiva union de los volumenes eluidos y finalmente las fracciones obtenidas

tras la separacion.

La fraccion de cloruro de metileno (9.8979g) fue fraccionada por cromatografia
liquida en columna empleando como fase estacionaria kieselgel G de 2.9 cm x
25 cm (d x h), y como fase movil hexano, acetato de etilo y etanol, con elucién
en gradiente, obteniendo: 1.084g de subfraccion de hexano (SFCH), 4.1700g de
subfraccion de acetato de etilo (SFCAE) y 0.735g de subfraccion de etanol
(SFCE).

670mg de SFCAE se fraccionaron a traves de kieselgel G de 2.5 cm x 20 cm (d
x h) con una elucion en gradiente desde Hexano: acetona (7:3) hasta Etanol,
obteniendo ocho subfracciones: SFCAE1— SFCAEs con diferentes valores de Rf

en CCF desarrolladas con una mezcla de Hexano: Acetona (1:1).

10.8mg de SFCAE: se fraccionaron a través de un cartucho de silica gel de 1.6

cm x 3.0 cm (d x h) con una elucién en gradiente con hexano y acetato de etilo
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2. Seccion Excperimental

obteniendo siete subfracciones SFCAE11 —SFCAE1,7 con diferentes valores de

Rf en CCF desarrolladas con una mezcla de Hexano : Acetato de etilo (7:5).

220mg de SFCAEs se fraccionaron a través de kieselgel G de 2.5 cm x 23 cm (d
x h) con una elucidon en gradiente desde Hexano hasta Acetato de etilo,
obteniendo doce subfracciones: SFCAEs1 — SFCAEsg,12 con diferentes valores

de Rf en CCF desarrolladas con una mezcla de Hexano : Acetato de etilo (7:5).

108mg de SFCAEss se fraccionaron a través de kieselgel G de 1.5 cm x 14 cm
(d x h) con una elucién en gradiente con Hexano, Acetato de etilo y metanol,
obteniendo ocho subfracciones: SFCAEs 91 — SFCAEs,9,8 con diferentes valores

de Rf en CCF desarrolladas con una mezcla de Hexano : Acetato de etilo (7:5).

907mg de SFCAE se fraccionaron a traves de kieselgel G de 2.5 cm x 28.6 cm
(d x h) con una eluciéon en gradiente con Hexano, acetato de etilo y etanol,
obteniendo ocho subfracciones: SFCAEi» — SFCAEs+ con diferentes valores de

Rf en CCF desarrolladas con una mezcla de Hexano: Acetato de etilo (7:5).

194.7mg de SFCAEs- se fraccionaron a través de sephadex G-25 de 1.9 cm X
28.3 cm (d x h) con una elucion en gradiente desde etanol: agua (2:8) hasta
etanol, obteniendo cinco subfracciones: SFCAEs~1 — SFCAEs+s con diferentes
valores de Rf en CCF desarrolladas con una mezcla de Hexano: Acetato de etilo
(4:7).

178mg de SFCAEs+ Sefores: fraccionaron a través de kieselgel G de
2.5cmx21.5cm (dxh) con una elucion en gradiente con Hexano, acetato de etilo
y etanol, obteniendo siete subfracciones: SFCAEe+1 — SFCAEe+~7 con diferentes
valores de Rf en CCF desarrolladas con una mezcla de Hexano: Acetato de etilo
(7:5).

94.6mg de SFCAEs+5 se fraccionaron a través de kieselgel G de 1.5 cm x 11.8

cm (d x h) con una elucién en gradiente con Hexano, acetato de etilo y etanol,
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2. Seccion Excperimental

obteniendo cuatro subfracciones: SFCAEs51 — SFCAEes~s4 con diferentes
valores de Rf en CCF desarrolladas con una mezcla de Hexano: Acetato de etilo
(7:5).

1.1789g de SFCAE se fraccionaron a través de sephadex G-25 de 2.9 cm x 31.5
cm (d x h) con una elucion en gradiente desde etanol: agua (2:8) hasta etanol:
agua (8:2), obteniendo seis subfracciones: SFCAE1~— SFCAEe~ con diferentes
valores de Rf en CCF desarrolladas con una mezcla de Hexano: Acetato de etilo
(4:7).

270mg de SFCE se fraccionaron a través de sephadex G-25 de 2.9 cm x 31.5
cm (d x h) con una elucion isocrética de Etanol: agua (4:7), obteniendo cuatro
subfracciones: SFCEi1 — SFCEs4 con diferentes valores de Rf en CCF

desarrolladas con una mezcla de Etanol: Agua (4:7).

El fraccionamiento de las subfracciones SFCAE y SFCE descrito anteriormente,

se resume en la tabla 2.
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2. Seccion Experimental

Tabla 2. Condiciones empleadas en el fraccionamiento de las subfracciones SFCAE y SFCE

Dimensiones

Subfraccion Cantidad | de columna Modo de Fase Movil Fase Subfracciones | Fase Movil Reveladores de
(mQ) dxh (cm x Elucion Estacionaria obtenidas en CCF CCF
cm)
Hexano: SFCAE; - Hexano :
SFCAE 670 2.5 x 20 acetona (7:3) Kieselgel G | SFCAEs acetona
hasta etanol (1:1)
- SFCAE::1 -
SFCAE; 10.8 1.6 x3.0 Hexano hasta Silica gel SFCAE; -
acetato de etilo SFCAEs:1 -
SFCAEs 220 2.5x23 SFCAEe 12 Hexano:
Hexano, acetato SFCAEso1 — | acetato de
SFCAEs, 9 108 15x14 de etiloy Kieselgel G | SFCAEe¢gs etilo (7:5) Luz UV a
metanol
254nm
SECAE 907 25 28.6 Hexa_no, acetato SFCAE;+ —
de etilo y etanol SFCAEg-
Gradiente SFCAE Hexano: Luz UV a
. . 5*-1 - .
SFCAEs: | 1947 | 1.8x28.3 Etanol:agua(2:8) | Sephadex | qpopp” acetato de 365nm
hasta etanol G-25 etilo (4:7)
SFCAE 178 25x21.5 SFCAEea - Hexan-O' F fACiO:(’)bd'
6 ! ' Hexano, acetato | . SFCAEg-7 : osfomolibdico
de etilo y etanol Kieselgel G SFCAEg-s51 — ac$tato_de
SFCAEg-s 94.6 1.5x11.8 SFCAEq-s4 etilo (7:5)
Etanol:agua SFCAE;» - Hexano:
SFCAE | 1178.9 | 2.9x315 (2:8) hasta SFCAEs- acetato de
etanol:agua Sephadex etilo (4:7)
(8:2) G-25 )
- Etanol:agua SFCE; — | Etanol:Agua
SFCE 270 29x31.5 Isocratica (4:7) SFCE, 47
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2. Seccion Excperimental

2.2.5. Pruebas Fitoquimicas Preliminares

Se llevé a cabo el desarrollo del reconocimiento de grupos funcionales:
alcaloides, cardiotdnicos, cumarinas volétiles, flavonoides, taninos, saponinas,
triterpenos y/o esteroides, derivados antracénicos libres, de la subfraccion de
Acetato de Etilo (SFCAE), a través del analisis por cromatografia en capa fina,

empleando como adsorbente silica gel.l>

Para el analisis por CCF de cada uno de los grupos funcionales se empleé las
fases moviles y sistemas de deteccion descritos en la tabla 3. El resultado se
clasifica como positivo 0 negativo al comparar la coloracion que presenten las
manchas observadas en la placas cromatogréaficas con la coloracion esperada

reportada en la literatura.>
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14

Tabla 3. Fases moviles y sistemas de deteccion para el reconocimiento de grupos funcionales por CCF.

GRUPO FASE MOVIL SISTEMA DE DETECCION COLORACION ESPERADA
FUNCIONAL
Cloroformo: Acetato de
Alcaloides etilo (8:2) Revelador de Dragendorff Roja o naranja
Metanol: Acetato de
etilo (1:1)

Cardioténicos

Acetato de etilo:
metanol: agua
(10:13.5:10)

Reactivo de Baljet (solucién
alcalina de &cido picrico)

Roja, naranja-rojiza, o violeta

Cumarinas volatiles

Acetato de etilo

Uv-365nm

Intensa fluorescencia azul, marrén o
azul verdosa

Hidréxido de Potasio 5%

Se intensifican las zonas que
muestran florescencia azul

Flavonoides Cloroformo: Acetato de | UV-254nm Fluorescencia, se ven zonas azules
etilo (60:40) oscuras sobre fondo amarillo de la
placa
UV-365nm Puede ser fluorescencia amarilla,
azul o verde
Reactivo citroborico Azul 0 azul violeta
Taninos Cloroformo: Metanol:
Acido acético (90:10:1) | Cloruro Férrico Pdrpura
Vainillina-acido sulfarico
Saponinas n-Butanol: acido Azul o azul violeta, algunas pueden
acético: agua Vainillina-acido sulfarico dar coloracion amarilla
(50:10:40)
Triterpenos y/o | Benceno: Acetato de | Liebermann-Burchard Cualquier tonalidad de rojo, azules o
esteroides etilo (86:14) verdes
Derivados Acetato de etilo: Luz visible Antraquinonas: rojo, Antronas y
antracénicos libres Metanol: agua antranoles: amarillo.
(100:17:13) UV- 365nm Fluorescencia amarilla o rojo marrén

Hidréxido de Potasio 5%

Se intensifican




2. Seccion Excperimental

2.2.6. Proceso de Purificacion

Teniendo en cuenta los valores de Rr en CCF, la polaridad y el peso, las
subfracciones analizadas por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

fueron:
Tabla 4. Subfracciones analizadas en HPLC
Subfraccion Disolvente Modo de HPLC Columna
Cromatografica
SFCAE; Acetato de Etilo Fase Normal u-porasil
SFCAE; Acetato de Etilo Fase Normal p-porasil
SFCAE1 121 Acetato de Etilo Fase Normal p-porasil
SFCAEg-s Acetato de Etilo Fase Normal u-porasil
SFCAE2~ Acetato de Etilo Fase Normal p-porasil
SFCAEs:3 Acetato de Etilo Fase Normal p-porasil
SFCAE« Metanol Fase Reversa Cis
SFCE; Metanol Fase Reversa Cis

Antes de inyectar las subfracciones en el HPLC, se establecié las respectivas
longitudes de onda maximas realizando un barrido en el espectrofotometro de UV-
Vis.

Para obtener las fracciones puras a través de HPLC, las subfracciones se
disolvieron y se filtraron a través de una membrana de teflon de 0.45 pm.
Posteriormente se inyectd cada una de las muestras y a través de ensayo Yy error
se establecieron las condiciones de trabajo: flujo 6ptimo, longitud de onda, tiempo
de corrida y fase movil (las fases moviles para las fracciones inyectadas en fase
normal fueron determinadas por CCF sobre silica gel y para las fracciones
inyectadas en fase reversa por ensayo y error). Después, bajo las condiciones de
trabajo se inyectdé la cantidad de muestra total recolectando el eluido (fluido
proveniente de la columna) manualmente en el intervalo de tiempo en que se
registraba el pico respectivo al componente de la muestra separada en el
cromatograma. El eluido que contenia la fase movil y el componente de la muestra

se rotaevapord hasta eliminacion total del solvente aplicando una temperatura
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méaxima de 42 °C y una presion de 500 mmHg, se pesé y finalmente se redisolvié
para verificar el grado de purificacion, inyectando bajo las mismas condiciones en

HPLC el eluido correspondiente y/o por CCF.
2.2.7. Andlisis Quimico

Las subfracciones purificadas a través de HPLC fueron rotaevaporadas en viales a
una temperatura de 40 °C y 500 mmHg de presién por un tiempo de 5 horas,
posteriormente se hizo pasar un flujo de nitrégeno o helio gaseoso por un tiempo
de 30-45 minutos, se tapo y rotulo el respectivo vial. Finalmente estos fueron
enviados a la Universidad Santiago de Compostela (Espafia) para el andlisis

espectroscopico de RMN mono y bidimensional.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Proceso de Separacion y Purificacién

Del proceso de extraccion del alga Bostrychia calliptera se obtuvo tres fracciones
de diferente polaridad: apolar (hexano), medianamente polar (cloruro de metileno) y
polar (etanol). Sin embargo, éste estudio es preliminar y sélo se considera la
fraccion de cloruro de metileno para llevar a cabo el proceso de separacion y

purificacion.

La separacion de la fraccion de cloruro de metileno del alga BC a través de
kieselgel, empleando hexano, acetato de etilo y etanol como fase mévil permitié
inicialmente retener los compuestos de tendencia polar los cuales tienen mayor
interaccién con los grupos silanoles (=Si-OH) superficiales contenidos en la fase
estacionaria y eluir los compuestos de menor polaridad con el hexano;
posteriormente se eluyé aquellos compuestos de mediana polaridad con acetato de
etilo y finalmente se eluy6 con etanol los compuestos polares retenidos. De esta

forma se obtuvo tres subfracciones.

Se continu6 el proceso de separacién con la subfraccion de acetato de etilo
(SFCAE) teniendo en cuenta que fue la subfraccion de mayor peso y de polaridad
intermedia. Al fraccionar 670 mg de ésta sobre kieselgel y una elucién en gradiente
con hexano: acetona (7:3), acetona y etanol, se recolectaron volimenes de elucion
de aproximadamente 6 mL, desarrollando CCF con fase mévil de hexano: acetona
(1:1) para establecer las correspondientes uniones de los volimenes, obteniendo
de esta forma ocho subfracciones (Tabla 5). En CCF se empleé como reveladores
luz UV de 254 y 365 nm y como sustancias reveladoras se evalué acido
fosfomolibdico, ninhidrina, Lieberman — Burchard, logrando resultados satisfactorios
empleando acido fosfomolibdico debido a que éste es un revelador general,
mientras que ninhidrina y Lieberman-Burchard evidencian la presencia de

aminoacidos y esteroles insaturados.!®°!
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Tabla 5. Subfracciones obtenidas en la separacion en CC de SFCAE

Fase Movil Subfraccion | Peso (mg) Color Aspecto
SFCAE; 10.8 Verde oscuro
100mL Hexano:acetona (7:3) SFCAE, 34.7 Verde oscuro
100mL Hexano:acetona (6:4) SFCAE; 51.0 Verde oscuro
80mL Hexano:acetona (5:5) SECAE 39'0 Verde oscuro
80mL Hexano:acetona (4:6) SFCAE4 32'0 Café Aceitoso
80mL Hexano:acetona (3:7) SFCAE5 22'0 Café
60mL Acetona © ae
200mL etanol SFCAE, 96.0 Caf(?
SFCAEs 163 Café

Para el desarrollo de las placas cromatograficas de las siguientes separaciones se
modificé la fase movil empleada de Hexano: acetona (1:1) por la mezcla hexano:
acetato de etilo (7:5) debido a que se observo variacion en los resLItados por
cambios en la concentracion de la mezcla debidos a la alta presién de vapor de la
acetona, observando con la nueva fase movil un buen grado de separacion de
SFCAE.

Inicialmente se considero la subfraccion SFCAE: para llevar a cabo su purificacion
por HPLC en fase normal; a través del desarrollo de una placa de CCF sobre silica
gel se establecio como fase movil hexano: acetato de etilo (58:42), el barrido por
espectrofotometria en acetato de etilo registrd tres longitudes de onda de
absorcion: 228, 278 y 340 nm (Figura 10). Sin embargo al inyectar la subfraccién a
una concentracién de 5.83 mg/mL a las tres longitudes de onda se establecié como
maximo de absorcién 278 nm por presentar mayor intensidad los picos y menos
ruido, y como tiempo de corrida 10 minutos. Bajo estas condiciones se inyecto la
solucion a diferentes flujos (Curva de Van Deemter) y se establecio el flujo 6ptimo

como 0.8 mL/min (minimo en la curva), Tabla 6y Figura 11.
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Figura 10. Espectro UV de SFCAE:2
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Tabla 6. Altura de Plato Tedrico y flujo para la curva de Van Deemter de SFCAE:2

Flujo (mL/min) | Altura Plato Teérico (mm)
0.5 0.0117
0.6 0.00826
0.7 0.0132
0.8 0.00427
0.9 0.0156

Figura 11. Curva de Van Deemter para SFCAE:2

Curva de Van Deemter

Altura de Plato Tedrico
mm
o
o
=

O T 1
0.4 0,8 1,2

Flujo (mL/min)
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El cromatograma registrado para la subfraccion (Figura 12) mostré un pico intenso
a un tiempo de retencion de alrededor de 6.3 minutos que se recolectd y
posteriormente para verificar el grado de purificacién se desarrollo CCF en hexano:
acetato de etilo (7:5) paralelo a la subfraccion SFCAE: de partida, observandose
una sola mancha cuyo valor de Rr era 0.50, ésta se rotaevaporé y su peso fue de
8.6 mg; seca se almaceno a una temperatura de 11 °C hasta el momento en que
se fuera a realizar el andlisis espectroscopico. Pese a todas estas precauciones de
almacenamiento en el momento de enviar la muestra a analisis de RMN
nuevamente se desarroll6 CCF empleando la misma fase mouvil indicando la
presencia de mas de un compuesto, lo que permitidé concluir que la subfraccién
sufrio una degradacion producida por la luz porque este fue el Unico parametro que
incidi6 continuamente, por lo cual fue necesario inyectar nuevamente la
subfraccion, pero en el cromatograma se observé un pico a 3.7 minutos mas
intenso que es caracteristico de polipropileno que es el material del sello del rotor
del puerto de inyeccion. Ademas debido a que la placa CCF mostré una mancha
intensa cuando se revel6 con luz UV de 254 nm, se inyectd la subfraccidon a esta
longitud de onda para intentar la purificacibn bajo este parametro, y el
cromatograma registrado (Figura 13), mostro el pico de 3.7 minutos mas intenso y
la presencia de mas picos, los cuales se recolectaron y al ser concentrados se
desarrollo CCF con la fase mévil de trabajo y se inyect6é cada uno de los eluidos en
HPLC bajo las mismas condiciones, cuyos cromatogramas (Anexo 1) revelaron
gue no se logro la separacion debido a la interferencia constante del desgaste del

sello del rotor por el empleo de solventes apolares.
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Figura 12. Cromatograma de subfraccién SFCAE-.
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Figura 13. Cromatograma de subfraccion SFACE: degradada a longitudes de onda
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VWDL A, Wavelength=254 nm (DIANA\001-0108.D)
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Por consiguiente, el proceso de purificacion de la subfraccion SFCAE2 no se
continto debido a su contaminacion causada por el desgaste del sello del rotor,
esto ocasiond que se considerara la subfraccion SFCAE: por presentar manchas
con Rr similares en CCF a la SFCAE2. Esta subfraccion presentd longitudes de
onda de absorcién a 228 y 274 nm (Figura 14). Debido a que la cantidad de masa
de ésta era baja (10.8 mg) se realizdé una separacion a través de un cartucho de
silica gel con el fin de obtener una subfraccién pura con sélo este proceso, como la
placa de CCF de la subfraccion SFCAE1 con fase movil hexano: acetato de etilo
(7:5) mostr6 manchas con valores de Rr de 0.92, 0.82, 0.78, 0.59, 0.31, se evalud
mezclas de hexano: acetato de etilo con mayor proporcion de hexano, para
establecer la mejor fase mévil a emplear en la separacion, de tal forma que
inicialmente fueran eluidos los compuestos de mayor tendencia apolar y que al ser
inyectados en HPLC para verificar su grado de purificacion presentaran menores
tiempos de retencién. La fase movil empleada fue hexano: acetato de etilo (8:2)
obteniendo siete subfracciones (SFCAE11 — SFCAE17), sin embargo, al inyectar
estas y la subfraccion inicial en HPLC fase normal a 274 nm que fue su longitud de
onda de maxima absorcion, a un flujo de 0.8 mL/min, no se observé la presencia de

picos significativos (Anexo 2).
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Figura 14. Espectro UV de SFCAE1
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Después se considerd la subfraccibn SFCAEs (220 mg), la cual se sometié a
separacion sobre Kieselgel G por medio de una elucién en gradiente con hexano y
acetato de etilo obteniendo doce subfracciones SFCAEes1 — SFCAEs,12, (Tabla 7)
con diferentes valores de Rr en CCF. Esta subfracciéon fue analizada por
espectroscopia de RMN 13C, 1H, (Figuras 15 y 16) con el fin de predecir el tipo de
sustancias que podian estar contenidas en ella; los espectros muestran sefiales a
desplazamientos entre 6.00 y 8.00 ppm en RMN 'H y entre 126.00 y 136.00 ppm

en RMN 3C correspondientes a sistemas aromaticos.
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Figura 15. Espectro RMN 'H de subfraccion SFCAEs
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Figura 16. Espectro RMN 3C de subfraccion SFCAEs
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Tabla 7. Subfracciones obtenidas en la separacion en CC de SFCAEs

Fase Movil Subfraccion Peso Aspecto
(mg)
40mL Hexano SFCAEs. 5.40
18mL Hexano:acetato de etilo (9:1) SFCAEe, 2.90
15mL Hexano:acetato de etilo (8,5:1,5) SFCAEss 8.40
15mL Hexano:acetato de etilo (8:2) SFCAEe4 3.80
15mL Hexano:acetato de etilo (7,5:2,5) SFCAEes .00
15mL Hexano:acetato de etilo (7:3) SFCAEs s 5.10 .
15mL Hexano:acetato de etilo (7:4) SFCAEs; 210 | Aceitoso
5mL Hexano:acetato de etilo (6:5) SFCAEggs 20.7
5mL Hexano:acetato de etilo (5:5) SFCAEses 108
5mL Hexano:acetato de etilo (4:6) SFCAEs,10 15.6
5mL Hexano:acetato de etilo (2:8) SFCAEs 11 21.4
10mL Acetato de etilo SFCAEs 1 19.9

La subfraccion inicial (SFCAEs) presento valores de Rrde 0.85, 0.68, 0.51, 0.26 en
CCF desarrollada con una fase mévil de hexano: acetato de etilo (7:5) y como
longitud de maxima absorcién 280 nm (Anexo 3). La subfraccibn SFCAEss (108
mg) obtenida del proceso de separacion, se sometié a fraccionamiento bajo las
condiciones que se describen en la tabla 8, teniendo en cuenta que el andlisis de
ésta por CCF mostré6 compuestos con valores de Rr bajos, lo que indicé que
presentaba cierta tendencia polar, debido a la proporcion de la fase mévil en que se
desarrollo (Hexano: Acetato de etilo, 7:5), de esta forma se generaron ocho
subfracciones SFCAEes91 — SFCAEs,98 , de las cuales la subfraccion SFCAEs 96
mostré una sola mancha en CCF con un Rr de 0.26 al ser revelada con luz UV y
acido fosfomolibdico, y un espectro de absorcion tomado en acetato de etilo con
dos longitudes de onda: 210 nm y 280 nm como maxima de absorcion (Figura 17),
permitiendo establecer que hubo separacion, por lo que ésta subfraccion fue

almacenada para posteriormente ser analizada por RMN.
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Tabla 8. Subfracciones obtenidas en la separacion en CC de SFCAEs,9

Fase Movil Subfraccion | Peso (mg) | Aspecto
8mL Hexano SFCAEse9,1 7.90
10mL Hexano:acetato de etilo (9:1)
10mL Hexano:acetato de etilo (8,5:1,5) SFCAEss, 3.50
10mL Hexano:acetato de etilo (8:2) SFCAEs,93 6.00
10mL Hexano:acetato de etilo (7,5:2,5)
10mL Hexano:acetato de etilo (7:3) SFCAEs 9.4 1.80
10mL Hexano:acetato de etilo (7:4) SFCAEss 8.80 Aceitoso
10mL Hexano:acetato de etilo (6:5)
10mL Hexano:acetato de etilo (5:5) SFCAEs 9,6 13.4
10mL Hexano:acetato de etilo (4:6) SFCAEgs 21.4
10mL Hexano:acetato de etilo (2:8)
18mL Acetato de etilo SFCAEs,98 44.1
20mL Metanol
Figura 17. Espectro UV de SFCAEs 9,6
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Seguidamente, se abordé nuevamente la subfraccion SFCAE (907 mg) que

present6 dos longitudes de onda de absorcion de luz a 205 nm y 280 nm (Anexo 4),

empleando un gradiente de polaridad con hexano, acetato de etilo y etanol sobre

kieselgel G, se eluy6 ocho subfracciones SFCAE1- - SFCAEs- (Tabla 9), de éstas se
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consideré la subfraccion SFCAEe+ (178 mg) por observarse mas limpia en CCF

desarrollada con hexano: acetato de etilo (7:5) y por presentar valores de Rr de:

0.36, 0.24, 0.12, 0.07 indicando la presencia de compuestos de tendencia polar.

Tabla 9. Subfracciones obtenidas en el segundo proceso separacion en CC de

SFCAE
Fase Movil Subfraccion Peso | Aspecto
(mg)
SFCAE;:+ 315
45mL Hexano
30mL Hexano:acetato de etilo (9:1) SFCAE»- 30.4
30mL Hexano:acetato de etilo (8,5:1,5)
40mL Hexano:acetato de etilo (8:2) SFCAE3- 447
50mL Hexano:acetato de etilo (7,5:2,5)
50mL Hexano:acetato de etilo (7:3) SFCAE 172
50mL Hexano:acetato de etilo (7:4) Aceitoso
50mL Hexano:acetato de etilo (7:5) SFCAEs- 252
50mL Hexano:acetato de etilo (6:5)
50mL Hexano:acetato de etilo (5:5) SFCAEg 178
50mL Hexano:acetato de etilo (4:6)
50mL Hexano:acetato de etilo (2:8) SFCAE+~ 48.2
50mL Acetato de etilo
20mL Etanol SFCAEg- 141

La subfraccion SFCAEse- (color café) cuyo espectro UV registr6 como longitudes de

onda de absorcion: 200, 225, 255, 280 nm (Anexo 5), se separo por kieselgel G con

hexano, acetato de etilo y etanol con elucion en gradiente obteniendo siete
fracciones SFCAEe~1 — SFCAEs+-7 (Tabla 10). De estas la subfraccion SFCAEe+4

registro un Rr de 0.36 en CCF desarrollada con hexano: acetato de etilo (7:5),

empleando como reveladores luz UV y &cido fosfomolibdico y un espectro UV-Vis

tomado en acetato de etilo con longitudes de onda de absorcion de 210 y 280 nm

(Figura 18), indicando que hubo separacion, por lo que se almacené para

posteriormente realizar su analisis de RMN.
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Tabla 10. Subfracciones obtenidas en la separacion en CC de SFCAEs+

Fase Movil Subfraccion Peso Color Aspecto
(mg)

SFCAEg-1 8.80 Amarilla
10mL Hexano
10mL Hexano:acetato de etilo (9:1) SFCAEs-2 2.60 Amarilla
10mL Hexano:acetato de etilo (8,5:1,5)
10mL Hexano:acetato de etilo (8:2) SFCAEg-3 3.60 Amarilla
20mL Hexano:acetato de etilo (7,5:2,5)
20mL Hexano:acetato de etilo (7:3) SFCAEg-4 6.60 Amarilla
20mL Hexano:acetato de etilo (7:4) Aceitoso
20mL Hexano:acetato de etilo (7:5) SFCAEe&-s 94.6 Amarilla
20mL Hexano:acetato de etilo (6:5)
10mL Hexano:acetato de etilo (5:5) SFCAEg-¢ 18.8 Café verdosa
20mL Hexano:acetato de etilo (4:6)
10mL Hexano:acetato de etilo (2:8) SFCAEg-7 43.2 Amarilla
10mL Acetato de etilo
20mL Etanol verdosa

Figura 18. Espectro UV de SFCAEe&+4
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La subfraccion SFCAEs+s (94.6 mg) se separd sobre kieselgel G con elucién en

gradiente empleando hexano, acetato de etilo y etanol; se obtuvo 4 subfracciones

SFCAEsé+51 — SFCAEs+54 (Tabla 11).
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Tabla 11. Subfracciones obtenidas en la separacion en CC de SFCAEe+s

Fase Movil Subfraccion Peso Aspecto
(mg)
8mL Hexano SFCAEg-s51 11.5

8mL Hexano:acetato de etilo (9:1)
8mL Hexano:acetato de etilo (8,5:1,5)
8mL Hexano:acetato de etilo (8:2)
10mL Hexano:acetato de etilo (7,5:2,5)
15mL Hexano:acetato de etilo (7:3)
15mL Hexano:acetato de etilo (7:4) Aceitoso
15mL Hexano:acetato de etilo (7:5)
10mL Hexano:acetato de etilo (6:5)

SFCAEeg-s55 8.5

8mL Hexano:acetato de etilo (5:5) SFCAEes. 9-5
5mL Hexano:acetato de etilo (4.6)

15mL Acetato de etilo

8mL Etanol SFCAEg-s4 64.1

Se intentd la purificacién de las subfracciones SFCAEss3, SFCAEs+-6, SFCAEes~7,
empleando como fase moévil hexano: acetato de etilo (58:42) pero nuevamente fue
mas intenso el pico registrado en los cromatogramas debido a la solubilizacién de
los compuestos contenidos en el sello del rotor y en las placas de CCF
desarrolladas de los eluidos correspondientes a cada pico, las cuales registraron
una mancha intensa de igual Rr al ser reveladas con acido fosfomolibdico. Esto se
pudo confirmar al desarrollar una placa CCF de los eluidos de cada pico en paralelo
a la fraccion eluida de inyecciones de hexano y acetato de etilo con la misma fase
movil, lo que permitié establecer que dicha mancha correspondia a compuestos del
sello del rotor del puerto de inyeccion del equipo de HPLC que eran arrastrados por

los solventes al estar en contacto.

Para evaluar otro tipo de fase estacionaria en cromatografia en columna se
fracciond6 SFCAEs+ (194.7 mg) a través de Sephadex G-25 la cual por medio del

empleo de solventes polares permite realizar una separacion por peso molecular,
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primero eluyen los compuestos que superan el rango de fraccionamiento del relleno
(1000-5000 Dalton); la placa de CCF desarrollada con hexano: acetato de etilo (4:7)
mostré manchas con valores de Rr 0.75, 0.58, 0.38, 0.27. Este fraccionamiento se
llevo a cabo con etanol y agua obteniendo cinco subfracciones SFCAEs-1 —
SFCAEs:5 (Tabla 12).

Tabla 12. Subfracciones obtenidas en la separacion en CC de SFCAEs+

Fase Movil Subfraccién | Peso (mg) | Aspecto
SFCAEs- 8.60
Etanol: Agua (2:8) SFCAEs-» 5.80
Etanol: Agua (5:5) SFCAEs3 38.3 Aceitoso
Etanol: Agua (8:2) SFCAEss 21.1
Etanol SFCAEss 94.3

Se inyect6 la subfraccion SFCAEs-3 disuelta en acetato de etilo, de la cual se tenia
una cantidad de masa considerable, empleando como fase moévil constante hexano:
acetato de etilo (32:68) establecida por ensayos en CCF, a una longitud de onda de
280 nm y con tiempo de corrida de 25 minutos. El cromatograma (Figura 19)
registré picos intensos a 4.7, 5.6 y 6.8 minutos los cuales se recolectaron y los
eluidos se inyectaron en HPLC bajo las mismas condiciones evidenciando el grado
de purificacion de los respectivos picos. Al inyectar el eluido del compuesto cuya
sefal se registro a 4.7 minutos, se observé un unico pico definido (Figura 20), cuyo
tiempo de retencion indica que presenta una tendencia polar debido a que la fase
movil esta constituida en mayor proporcion por acetato de etilo cuya fuerza
eluotrdpica permite que la fase estacionaria no los retenga o interaccione con él
con mucha fortaleza. La cantidad de masa purificada fue de 2.6 mg con la cual se

realizo el andlisis espectroscépico de RMN.
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Figura 19. Cromatograma subfraccion SFCAEs+3
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Figura 20. Cromatograma pico de 4.7 minutos purificado de subfraccién SFCAEs-3
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Cuando se inyectd el eluido correspondiente al pico de 5.6 minutos, el
cromatograma registrado (Figura 21) permitié determinar que no hubo purificacion
ya que se observO la presencia de otros compuestos a tiempos de retencion

menores.

63



3. Resultados y Discusion

Figura 21. Cromatograma pico de 5.6 minutos recolectado del proceso de

purificacion de subfraccion SFCAEs+3
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La inyeccién del eluido del pico de 6.8 minutos comprobo la purificacién de éste, el

cromatograma (Figura 22) registré un pico definido e intenso, cuyo peso de 4.6mg

permitio realizar posteriormente su analisis espectroscopico. Los picos de menores

tiempos de retencion no se consideran significativos.

Figura 22. Cromatograma pico de 6.8 minutos purificado de subfraccién SFCAEs-3
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Con el fin de ensayar el proceso de purificacion en HPLC fase reversa, se sometié
1.1789 g de subfraccion SFCAE a una separacion por Sephadex G-25 con elucion
en gradiente compuesta por etanol y agua, obteniendo seis subfracciones SFCAE1+
- SFCAEs+, establecidas por CCF desarrolladas en una mezcla de Hexano: acetato
de etilo (4:7). Se inyectd la subfraccion SFCAE2+(1.9 mg/mL) eluyendo con una
fase moévil de Agua: Metanol (70:30), a un flujo de 0.8 mL/min, en un tiempo de
corrida de 25 minutos, establecidos por ensayo y error, y a una longitud de onda
de 280 nm, obteniendo un cromatograma (Figura 23) que registré varios picos , de
los cuales se recolect6 el eluido correspondiente al pico de 5.1 min, sin embargo al
inyectar éste bajo las mismas condiciones se establece que no hubo separacion

porque se observan varios picos de baja intensidad (Figura 24).

Figura 23. Cromatograma de subfraccion SFCAE2+ inyectada en fase Reversa
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Figura 24. Cromatograma de pico de 5.1 minutos recolectado del proceso de

purificacion de subfraccion SFCAE2+
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De este fraccionamiento también se inyecté en HPLC la subfracciéon SFCAE2~ (6.34
mg/mL) con una fase maovil de hexano acetato de etilo (32:68), a una longitud de
onda de 280 nm y en un tiempo de corrida de 30 minutos. El cromatograma exhibié
picos intensos a tiempos de retencion de 4.09, 4.4, 4.9, 5.3 y 6.7 minutos (Figura
25); los eluidos de estos picos se recolectaron y se inyectaron bajo las mismas
condiciones, generando cromatogramas con picos relativamente definidos y
resueltos pero de pequefia cantidad de masa (1.7, 1.7, 1.5, 1.1, 2.0 mg

respectivamente) que imposibilité el analisis por RMN (Figura 26).

Figura 25. Cromatograma subfraccion SFCAE2+~inyectada en fase Normal
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Figura 26. Cromatograma picos recolectados del proceso de purificacion de
subfraccion SFCAE2+~ en HPLC fase Normal (a). 4,09 min (b). 4,4 min (c). 4,9 min

(d). 5,3 min (e). 6.7 min.
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También se considero la subfraccion etandlica SFCE, 270 mg se fraccionaron por
una columna de Sephadex G-25 con una elucion isocratica de composicion etanol:
agua (4:7) recogiendo 4 subfracciones SFCE1-SFCE4 (Tabla 13).

Tabla 13. Subfracciones obtenidas en la separacion en CC de SFCAE

Fase Movil Subfraccion | Peso (mg) | Aspecto
SFCE: 13.7
: : SFCE; 155 :
Etanol: Agua (4:7) SFCE, 55 8 Aceitoso
SFCE4 75.0

La subfraccion SFCE: se inyecté en HPLC fase reversa a un flujo de 0.8 mL/min,
a una longitud de 254 nm y con elucidn isocratica empleando metanol: agua
(36:64); estos parametros se establecieron a través de ensayo y error. El
cromatograma que se registro (Figura 27) muestra un pico intenso a 2.6 minutos vy,
sin embargo es necesario realizar otro proceso de purificacion en HPLC, por lo que

esta fraccion es almacenada para un estudio posterior.

Figura 27. Cromatograma Subfraccién SFCE inyectada en fase reversa
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3.2. Pruebas Fitoquimicas Preliminares

En las pruebas fitoquimicas preliminares se analizé la presencia o ausencia de
aquellos metabolitos secundarios que estdn ampliamente distribuidas en los
organismos y que estan relacionadas con alguna o varias actividades biolégicas.
Por ello fueron seleccionados los siguientes: alcaloides, cardiotonicos, cumarinas
volatiles, flavonoides, saponinas, triterpenos, derivados antracénicos libres y
taninos. Sin embargo, estas pruebas también fueron realizadas con el fin de

obtener informacion de forma general acerca de la constitucion quimica del alga.

Teniendo en cuenta que el proceso de purificacion se llevd a cabo con
subfracciones obtenidas de SFCAE, y que la cantidad de muestra obtenida de
aquellas subfracciones purificadas fue muy poca, se consider6 la subfraccion de
partida (SFCAE) y por la misma razon las pruebas realizadas fueron desarrolladas
en CCF, donde la cantidad de muestra necesaria es menor que las pruebas

realizadas en tubo.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 14. Para que estos fueran
confiables, el desarrollo de las respectivas placas cromatograficas fue realizado en
paralelo con sustancias patron que en ese momento se tenian a disposicion, asi
que, se empleo colchicina y teobromina para la deteccion de alcaloides, catequina
para flavonoides, acido galico para taninos, saponina para saponinas, hidroquinona
para derivados antracénicos, y colesterol para triterpenos y esteroides. El resultado
de estas pruebas depende de la coloracion que presente las zonas obtenidas
después de la separacion - sobre silica gel usando como fase mévil una mezcla de
sustancias que ya han sido establecidas- al ser reveladas con luz ultravioleta o con
sustancias quimicas especificas 4. De acuerdo a las coloraciones observadas se
puede establecer que la subfraccion SFCAE contiene taninos, saponinas,
triterpenos, derivados antracénicos libres y chalconas o flavonoles!®! que son los

tipos de flavonoides que se revelan como fluorescencia al exponerlos a luz UV de
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365nm; se puede deducir que estos metabolitos secundarios son sintetizados por
el alga como respuesta a la influencia de diferentes factores relacionados con su
habitat, como son la temperatura, el pH, la salinidad, presencia de otros
organismos, etc. Sin embargo no es posible afirmar con total certeza como
tampoco se puede descartar la presencia de los otros metabolitos como son los
alcaloides, cardiotonicos y cumarinas ya que seria necesario realizar las pruebas
en tubo donde se emplea mayor cantidad de muestra y por lo tanto se incremente
la sensibilidad; ademas que se deberian considerar extractos o fracciones de
diferente polaridad del alga que puedan ser usados de acuerdo a la solubilidad que
presenten los compuestos a identificar y asi aumentar la sensibilidad y confiabilidad
de los resultados, que de igual forma también permitirian hacer una estimacion

cuantitativa de cada grupo de metabolitos.

La presencia de estos grupos de metabolitos secundarios permite proponer al alga
Bostrychia calliptera como un organismo con compuestos activos potenciales, y
multiples propiedades para ofrecer al medio las cuales estan por investigar. Esto
se afirma considerando aquellas investigaciones que han demostrado la actividad
biolégica de este tipo de compuestos como son: antibacterianas, antitumorales,

antimicrobiana.
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Tabla 14. Resultados de las Pruebas Fitoquimicas de SFCAE.

GRUPO SISTEMA PE RESULTADO
FUNCIONAL DETECCION EXPERIMENTAL

Alcaloides Revelador de Dragendorff Negativo
Reactivo de Baljet

Cardioténicos (solucion alcalina de acido Negativo
picrico)
Uv-365nm

Cumarinas volatiles Hidroxido de Potasio 5% Negativo
UV-254nm Negativo

Flavonoides UV-365nm Positivo
Reactivo citrobdrico Negativo

Taninos Cloruro Férrico ..

T - Positivo

Vainillina-acido sulfarico

Saponinas Vainillina-acido sulfarico Positivo

thteerrgizgzs ylo Liebermann-Burchard Positivo

Derivad Luz visible Positivo

ar?t?;/?ér?iios libres |0y~ 365nm Positivo
Hidréxido de Potasio 5% Positivo
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3.3. Andlisis Espectroscopico

La subfraccion SFCAEs96 se aisld practicamente puro por CC como un aceite

café.

El espectro RMN H (Figura 28) mostré a campo bajo cinco sefiales entre 5.40
y 6.52 ppm que son caracteristicas de protones oleofinicos, una sefal a 4.21
ppm de un protdn metinico geminal a un grupo hidroxilo, una sefial singlete a
3.66 ppm que integra para tres caracteristica de protones del grupo metéxilo, la
sefial a 7.26 ppm es caracteristica de los protones residuales del grupo metino
gue se encuentran en el cloroformo deuterado que fue empelado para la toma
del espectro. A campo alto se observo sefiales entre 1.31 y 2.34 ppm
caracteristicas de protones metilénicos y una sefial a 0.98ppm que integra para

tres correspondiente a protones metilicos.3!
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Figura 28. Espectro RMN H de subfraccion SFCAEs g,6.
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El espectro de RMN 3C de este compuesto (Figura 29) mostrd 17 seiales de
carbono cuyas multiplicidades se dedujeron a través de un experimento DEPT
(Figura 30). Las resonancias de carbonos a 35.41, 34.06, 29.46, 29.03, 27.67,
24.88, 20.73 ppm corresponden a grupos metilénicos (-CH2), a 135.19, 135.04,
132.87, 127.75, 125.82, 123.77, 72.11 ppm resuenan grupos metinos (-CH), a
51.4, 14.18 ppm resuenan grupos metilos (—CHs) y a 174.30 ppm resuena un
carbono cuaternario. El triplete alrededor de 77 es caracteristico de CDCls. Las
resonancias a 174.30, 72.11, 51.4 y 14.18 ppm sugieren la presencia de un
grupo COO-, C-OH, CHs0- y CHs-R respectivamente (Tabla 15).

Tabla 15. Resultados de RMN 13C, 'H, HMQC, HMBC de SFCAEs,9.

No. d2c 621 (J en Hz) Integral HMQC COSY 'H-H HMBC
1 51.44 3.66, s 3 H-1
2 174.30 H1, H3, H4
3 35.41 2.34, m 2 H-3 H3 — H4
4 24.88 1.60, m 2 H-4 H4 — H5 H3
5 29.46 1.32, m 2 H-5 H6
6 27.67 2.18, m 2 H-6 H6 — H5
7 123.77 5.41,m, 7.28,11.0 1 H-7 H7 — H6
8 127.75 597,1,11.0 1 H-8 H8 — H7
9 125.82 6.52, td, 4.08, 1 H-9 H9- H8
11.0, 15.2 H9 —-H 10
10 135.04 5.69, dd, 6.37, H-10 H10 — H11
15.2
11 72.11 4.21,d,5.42 1 H-11b H11lb- H12 H12
12 34.08 2.32,dd,7.2,7.5 2 H-12 H16
13 132.87 5.40,m, 7.2,10.7 1 H-13 H13- H12
14  135.19 5.56, m, 10.7 1 H-14 H14 — H13 H15, H17
H14 — H15
15 20.73 2.06, m 2 H-15 H15 - H16 H17
16 29.03 1.31, m 2 H-16
17 14.18 0.98, m 3 H-17 H15

a desplazamientos en ppm.
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Figura 29. Espectro RMN *3C de subfraccion SFCAEs g,6.
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Figura 30. Espectro DEPT de subfraccion SFCAEs,g,6.
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Los experimentos bidimensionales HMQC (Figura 31) y COSY 'H-'H (Figura 32)
permitieron establecer las correspondientes correlaciones carbono-hidrogeno y
protén-proton. De esta forma, se confirmé que la sefial a un 6 51.44 ppm estaba
directamente unido a los protones de 6 3.66 y por lo tanto constituyen un grupo
metilo unido a un atomo de oxigeno. Asi mismo, se pudo determinar que los
protones a desplazamientos de 5.41, 5.97, 6.52, 5.69, 5.40, 5.56 ppm estaban
directamente unidos a los carbonos oleofinicos que se registran a
desplazamientos de 123.77, 127.75, 125.82, 135.04, 132.87, 135.19 ppm

respectivamente.

El experimento COSY !H-'H permitié establecer las uniones adecuadas de los
sistemas carbono-protén formados con HMQC, a través de las correlaciones
protén-proton, para de esta forma proponer el fragmento de la Figura 33. Asi,
los protones a desplazamiento de 2.34 ppm se correlacionan con los de & 1.60
ppm, estos a su vez se correlacionan con los de 6 1.32 ppm y asi
sucesivamente. El valor de las constantes de acoplamiento para los protones
metinicos a desplazamientos de 5.41 y 5.97 ppm de 11.0 Hz y para los de
desplazamiento a 5.40 y 5.56 ppm de 10.7 Hz (Tabla 15), demuestran la
presencia de sistemas oleofinicos alifaticos con isomeria geométrica Z ya que
estan alrededor de 11.00 Hz que es el valor tedrico. Mientras que los protones a
6 6.52 y 5.69 ppm registran una constante de acoplamiento de 15.2 Hz, que

indica una isomeria E para este sistema oleofinico.
El fragmento ya constituido se unié al grupo metoxilo ya propuesto, a través del

carbono cuaternario (6174.30 ppm) cuyo desplazamiento corrobora la existencia

de un grupo éster, para finalmente proponer la estructura de la Figura 34.
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Figura 31. Espectro HMQC de subfraccion SFCAEs,96.
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Figura 32. Espectro COSY !H - 'H de subfraccion SFCAEe g,6.
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Figura 33. Fragmento de la subfraccion SFCAEs,9,6 formado empleando los
experimentos HMQC y COSY.

Esta estructura verifica la multiplicidad y las correlaciones a larga distancia
carbono — protén (Figura 35) registrado por el espectro RMN *H y HMBC (Tabla
15 y Figura 36). El espectro de HMBC muestra claramente las correlaciones del

carbono a 174.30 ppm con los protones metilicos y los que se encuentran en

posicion a y B.

Figura 35. Correlaciones HMBC de la estructura sugerida para la subfraccién
SFCAEs,9,6
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Figura 36. Espectro HMBC de subfracciéon SFCAEs 9.
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La estructura sugerida se denomina 10-hidroxi-(7Z,9E,13Z)-trienoato de metilo,
la existencia de los grupos COO-, HO- y los dobles enlaces confirman la
polaridad intermedia que presento la subfraccién cuando se obtuvo a través de
cromatografia en columna, ya que fue eluida con una mezcla de fase movil de
hexano: acetato de etilo (7:4). De igual forma, al Unico sistema de doble enlace
conjugado que presenta la molécula se le atribuye la capacidad de absorber luz
UV, que fue la caracteristica observada en el revelado de la placa en CCF

desarrollada para esta subfraccion en el momento de la separacion.

El fragmento 1 de la estructura sugerida (Figura 37) permite presumir que el
compuesto identificado es un monoterpeno irregular derivado de la via
biosintética del acido mevalonico con la intervencién de dos unidades de
isopreno (Cs), isopentenil pirofosfato (IPP) y dimetilalil pirofosfato (DMAPP).
Este tipo de compuestos se encuentran en la naturaleza y son excepciones a la
regla del isopreno en la cual se condensan sucesivas unidades de isopreno
(Figura 38) a través de una unidn cabeza cola 1-4 produciendo compuestos de
formula (Cs)n. Las estructuras que no siguen este patron se consideran con

frecuencia curiosidades quimicas y bioldgicas.l"]

Figura 37. Fragmento 1 de la estructura sugerida para la subfraccion
SFCAEse 9,6
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Figura 38. Unidad de Isopreno

/4

Los tres tipos de esqueletos mas comunes de monoterpenos irregulares son

crisantemil, artemisia y santolinil (Figura 39).

Figura 39. Esqueletos de Monoterpenos irregulares mas comunes:

a. crisantemil, b. artemisia, c. santolinil.

A~

a b C

En algunos estudios P71 in vitro en plantas se ha demostrado que este tipo de
esqueletos se pueden interconvertir y pueden alcanzar una especie catidnica
comun, como se muestra en la Figura 40. Rearreglos posteriores permiten
generar estructuras como la sugerida que no presentan caracter totalmente de

un isopreonide.
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Figura 40. Especies catidnicas del crisantemil

>_y/0rlsantem|

>Y Alcohol YomOgl
OH

OH Alcohol Artemisia

OH Alcohol Santolina

La ruta biosintética de este tipo de compuestos esta todavia en duda. Sin
embargo se ha reportado que este tipo de compuestos presentan marcada
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actividad insecticida y pueden conferir algunas ventajas ecoldgicas sobre los
organismos que los producen, resultan ser muy téxicos para peces y esto
permite deducir que el compuesto aislado es un metabolito generado por el alga
como mecanismo de defensa. Los compuestos naturales son de este tipo,
mientras que los analogos sintéticos mas potentes incorporan anillos furanicos o

3-fenoxibencil con el fin de producir compuestos mas solubles en grasas.

Con respecto a la subfraccion SFCAEs+4, ésta se aislo pura por CC como un

aceite café.

El espectro de RMN *H (CDClIs) de esta subfraccién revelé la presencia de seis
tipos de protones (Tabla 16), a campo bajo se observan los protones de grupos
metinos a: ¢ 6.30 ppm (J= 15.95Hz), 6 6.85 ppm (J= 8.49Hz), & 7.42 ppm (J=
8.51Hz), & 7.64 ppm (J= 15.95Hz), a campo alto el proton de un grupo hidroxilo
a 6 5.84 ppm y el proton de un grupo CHs-O a & 3.80 ppm (Figura 41). Estas
sefales mostraron correlaciones HMQC (Figura 42) a sefiales de carbonos a 6
115.10, 115.89, 129.98, 144.76 ppm respectivamente.

Tabla 16. Resultados de RMN *3C, *H, HMQC, HMBC de SFCAEg- 4.

No. d%c 521 (J en Hz) Integral HMQC HMBC
1 51.7,s 3.80, s 3 H-1
2 168.09, s H-4, H-3, H-1
3 115.10, s 6.30, d, 15.95 1 H-3 H-4
4 144.76,s  7.64,d, 15.95 1 H-4 H-6
5 127.08, s H-3, H-7
6 129.98, s 7.42,d,8.51 2 H-6 H-4
7 115.89,s 6.85, d, 8.49 2 H-7
8 157.90, s H-6, H-7
8b 5.84,s 1
9

115.89, s
10 129.98, s

a desplazamientos en ppm.
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Figura 41. Espectro de RMN H de subfraccion SFCAEe+4
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Figura 42. Espectro HMQC de subfraccion SFCAEs+ 4
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El espectro de RMN *3C (Figura 43) indican la presencia de ocho tipo de
carbonos cuyas multiplicidades se dedujeron por medio del experimento de
DEPT (Figura 44). Las resonancias a 6: 144.76, 129.98, 115.89, 115.10 ppm
corresponden a grupos metinos de  (—CH=), la sefial a &: 51.7ppm se atribuye
a un carbono de un grupo metoxilo (CHs-O) y las sefiales a 6: 168.09, 157.90,
127.08 ppm indican la presencia de tres carbonos cuaternarios de sefiales CHs-
CO-X, X: O; =C-X, X: O; -C= respectivamente. En el espectro COSY !H-'H
(Figura 45), la sefial a 5 7.64 mostré correlacion con la sefial a 5 6.30ppm vy el
valor de la constante de acoplamiento de J = 15.95Hz permite establecer una
isomeria geométrica E. La sefial a 5 7.42ppm mostrd correlacion con la sefial a
6 6.85 y el valor de la constante de acoplamiento de J~ 8.49Hz permite
establecer una isomeria geométrica Z. La integracion para las sefiales de RMN
'H a 7.42 y 6.85ppm indican la presencia de dos protones y segin HMQC estan
enlazados a los carbonos de desplazamiento de 129.98 y 115.89ppm
respectivamente, sin embargo el DEPT demuestra que estos dos carbonos
corresponden a grupos metinos (CH), por lo que se deduce que debe haber
presencia de dos carbonos simétricos, de esta forma se construye el fragmento

a.
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Figura 43. Espectro RMN 3Cde subfraccion SFCAEe* 4

89



3. Resultados y Discusion

Figura 44. Espectro DEPT de subfraccion SFCAEs+4
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Figura 45. Espectro COSY !H - 'H de subfraccion SFCAEe+4
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A partir de la informaciéon espectroscopica de RMN H, *C, DEPT, HMQC,
COSY 'H-'H vy la multiplicidad el fragmento a se une al carbono cuaternario que
resuena a 168.09 ppm, que como ya se menciono anteriormente corresponde a
un grupo -COOCHSs y de esta forma se sugiere la estructura de la Figura 46

para la subfracciéon SFCAEe* 4.

Figura 46. Estructura sugerida para la subfraccion SFCAEs*4

Esta estructura muestra correlaciones a larga distancia (HMBC) (Figura 47),
que corresponden a las obtenidas en el andlisis espectroscopico de la
subfraccion SFCAEe+4 (Tabla 16 Y Figura 48). El espectro muestra las
correlaciones del carbono a 168.09 pppm con los protones que resuenan a
desplazamientos de 3.80, 6.30 y 7.64 ppm, como también las correlaciones del

carbono oleofinico alifatico con los protones del sistema aromatico.

Figura 47. Correlaciones HMBC de la estructura sugerida para la subfraccién
SFCAEs+4
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Figura 48. Espectro HMBC de subfraccion SFCAEs+ 4
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La estructura sugerida se denomina (E)- metil-3-(4-hidroxifenil) acrilato o 3-(4-
hidroxifenil)-(2E)-propenoato de metilo. La presencia de los grupos OHy COOr,
le confieren caracter polar a la molécula, mientras que el sistema aromatico y la
cadena alifatica oleofinica le confieren caracter apolar; de esta forma se justifica
su solubilidad y su fuerte interaccion con la mezcla de hexano: acetato de etilo
(7:4) que corresponde a la proporcion de fase movil de elucion. Asi mismo, el
sistema conjugado de dobles enlaces es el responsable de la capacidad de
absorcion de luz UV, que fue el revelador que permitié evidenciar su separacion

a traves de cromatografia en capa fina.

El compuesto identificado se considera un derivado del acido cinamico formado
a partir de la via del metabolismo del shikimato que proporciona un gran niumero
de de compuestos arométicos relacionados con aminoécidos, fenilalanina vy
tirosina. Muchos de estos compuestos son polifenoles y usualmente poseen
una sustitucion caracteristica: p-hidroxi, o-hidroxi o 1,2,3- trihidroxi. Esta via
metabdlica es muy importante en algas ya que los compuestos de partida son el
4-fosfato de eritrosa y el piruvato, los cuales estan involucrados en el
metabolismo primario de azucares y participan en la asimilacion de carbono en

el ciclo de la fotosintesis.[56: 571

En el metabolismo de los carbohidratos se produce el 4-fosfato de eritrosa y el
piruvato. Estos compuestos reaccionan y dan el deshidroquinato; éste se
deshidrata y produce un intermediario, que por reduccidon se convierte en el
acido shikimico; intermediario fundamental de numerosos compuestos
aromaticos. Cuando el 4cido shikimico o su anién reaccionan con el acido
fosfoenol pirtvico dan un intermediario que se convierte en el acido prefénico.
La descarboxilacion de éste forma el acido fenil piravico, que por aminacion se
convierte en fenilalanina, y ésta por descarboxilacion origina pB-feniletilamina o
por desaminacion el 4cido cinamico. Los compuestos anteriores por oxidacion,

metilacion, reduccion, descarboxilacibn y condensaciones aldélicas y de

94



3. Resultados y Discusion

Mannich, originan numerosas familias de metabolitos secundarios, como los que

se observan en la Figura 49.[56 571

Figura 49. Biogénesis del acido shikimico y sus derivados
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OH -
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Las sustancias derivables del acido cindmico (Ce-C3) constituyen varios grupos
de sustancias interesantes, algunos son fenoles, como el eugenol, éteres como
la miristicina, dimeros como los lignanos sesamina y el NDGA, y en el caso del

compuesto identificado en éste estudio un éster derivado del 4cido p-coumarico.

Con respecto al analisis espectroscopico de los eluidos correspondientes a los
picos registrados a tiempos de retencion de 4.7 y 6.8 minutos en el
cromatograma obtenido al inyectar en el HPLC la subfraccién SFCAEs+~3 no se
registraron sefiales significativas que permitieran realizar una elucidacion
estructural, debido posiblemente a que la cantidad de muestra no fue suficiente

para realizar el analisis.
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4. CONCLUSIONES

H Este estudio constituye un aporte significativo a la composicion del alga
marina Bostrychia calliptera, especie de la cual no hay reporte en la literatura
y €S un organismo que se proyecta como un indicador biolégico y como
fuente importante de carragenanos, que son compuestos empleados

ampliamente en la industria.

B La presencia de metabolitos secundarios como flavonoides, taninos,
saponinas, triterpenos y derivados antracénicos establecida a través de las
pruebas preliminares realizadas en cromatografia de capa fina a la
subfraccion de acetato de etilo de la fraccion de cloruro de metileno del alga
marina Bostrychia calliptera proyectan éste organismo como una fuente

excepcional de compuestos con actividad bioldgica.

H La técnica de cromatografia liquida en columna resulté ser una herramienta
atil, sencilla, y rapida que permitio separar una mezcla compleja como la
fraccion de cloruro de metileno del alga BC hasta llegar a un compuesto puro

con el fin de realizar su elucidacién estructural.

1 El andlisis espectroscopico de RMN *H, 13C, DEPT, COSY 'H -'H HMQC y
HMBC permitid sugerir como estructuras quimicas para las subfracciones
SFCAEs96 Yy SFCAEes+4 obtenidas de los procesos de separacion y
purificacion en cromatografia liquida en columna sobre silica gel las
correspondientes a los compuestos 10-hidroxi-(7Z,9E,13Z)-trienoato de

metilo y (E)- metil-3-(4-hidroxifenil) acrilato, respectivamente.
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B Para realizar un proceso de separacién y purificacion éptimo y eficiente del
extracto de un organismo vegetal, es necesario extremar las condiciones de
trabajo, es decir, mantener temperaturas bajas, evitar la exposicion a la luz,
conservar las muestras lo mas secas posible y almacenadas en viales
limpios previniendo riesgo de contaminacién, para evitar procesos de

degradacion en el transcurso del procedimiento.

R La elucidacion estructural de los compuestos separados a través de
cromatografia liquida en columna y purificados por cromatografia liquida de
alta resoluciéon (HPLC) en fase normal, eluidos a tiempos de retencion de 4.7
y 6.8 minutos no fue posible, debido a que los espectros de RMN obtenidos
no registraron sefiales significativas porque la cantidad analizada fue muy
poca. Sin embargo, es importante resaltar que la técnica de HPLC es de
gran utilidad y sensibilidad que permite establecer condiciones

experimentales para lograr una optima purificacion.

H La elucidacién estructural de las subfracciones SFCAEs+4 y SFCAEs,9,6
permitié establecer como constituyentes del alga Bostrychia calliptera un
derivado del acido p-coumarico y un monoterpeno irregular. De igual forma
reconocer como vias biosintéticas de metabolitos secundarios: la biogénesis
del 4cido shikimico y del acido mevaldnico. Asi mismo, esto permite suponer
la existencia de otros metabolitos como los alcaloides considerando la
interrelacion que existe entre los productos metabodlicos, promoviéndose asi,
el interés investigativo por esta especie o especies del mismo género con el
fin de encontrar compuestos similares o iguales como consecuencia de la

extensa coincidencia de sus patrones genéricos.

R Seria importante continuar con el estudio de la fraccion de cloruro de
metileno del alga Bostrychia calliptera debido a que se obtuvo resultados

satisfactorios en cuanto a que se logro elucidar estructuras quimicas que
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representan relevancia metabdlica, como también contemplar los extractos
etandlico y de hexano y evaluar la actividad biolégica de los compuestos
aislados para establecer sus posibles utilidades o determinar las posibles

vias para sintetizar un compuesto natural.
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Anexo 1. Cromatogramas de picos de: (a) 4.5, (b) 5.4, (c) 5.9, (d) 6.2, (e) 7.7 minutos de la subfraccion SFCAE-.
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VD1 A, Wavelength=254 nm (DIANAI005-0501.D)
mAl ]

50

3.778

404

30

00

100

0 1

0 1 2 3 4 5 b

(e)

1 8 min

Anexo 2. Cromatogramas de subfraccion SFCAE: a longitudes de onda de: (a).

228nm (presenta mucho ruido de fondo) (b). 274nm.
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Anexo 3. Espectro UV de SFCAEs.
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Anexo 5. Espectro UV de SFCAEs-.
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