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GLOSARIO

Absorbancia: cantidad de luz que absorbe una muestra a una longitud de onda
dada; es directamente proporcional a la concentracion de moléculas en la muestra.
Acido acrilico: acido carboxilico insaturado mas simple, con un enlace doble y un
grupo carboxilo unido a su C3.

Actividad antiviral: tipo de farmaco usado para el tratamiento de infecciones
producidas por virus.

Actividad bioldgica: o bioactividad, es el efecto benéfico o adverso de una
sustancia sobre un organismo vivo.

Acuicultura: conjunto de actividades, técnicas y conocimientos en crianza de
especies acuaticas, vegetales y animales.

Antibacteriano: farmaco o sustancia capaz de inhibir el crecimiento y desarrollo de
bacterias o su eliminacion sin dafar el organismo infectado.

Antifangico: o antimicoético, es aquella sustancia que tiene la capacidad de evitar el
crecimiento de algunos tipos de hongos o incluso de provocar su muerte.

Bioactivos: Relativo o perteneciente a una sustancia que tiene un efecto en el tejido
Vivo 0 causa una reaccion en él.

Candida albicans: hongo diploide asexual en forma de levadura.

Cepa: en microbiologia, conjunto de virus, bacterias u hongos que tienen el mismo
patrimonio genético.

Chlorophyta: divisibn de algas verdes, tienen como principal caracteristica la
presencia de clorofila a y b, causando su color verdoso.

Cromatografia: método fisico de separacion basadas en el principio de retencion
selectiva para identificar y determinar las cantidades de componentes.

Diterpenos: terpenos de 20 carbonos, se encuentran en las plantas superiores,
hongos, insectos y organismos marinos.

Escherichia coli: bacteria facultativa anaerobia, Gram-negativa, mévil por flagelos.
Esteroles: derivados del ciclopentanoperhidrofenantreno, se caracterizan por tener
como funcion organica oxigenada el alcohol, el esterol mas comdn en los humanos y

animales es el colesterol.



Farmaco: molécula bioactiva que, en virtud de su estructura y configuracion quimica,
puede interactuar con macromoléculas proteicas, generalmente denominadas
receptores.

Glucoésido: cualquier molécula en la cual un glicido se enlaza a través de su
carbono anomérico a otro compuesto mediante un enlace O-glucosidico o un enlace
S-glucosidico.

Invertebrados: aquellos animales que carecen de columna vertebral o notocorda y
de esqueleto interno articulado.

Lectinas: son proteinas que se unen a azucares con una elevada especificidad para
cada tipo distinto.

Metabolito secundario: compuesto organico sintetizado por algin organismo vivo
gue no tiene un rol directo en el crecimiento o reproduccién del mismo, pero que
puede brindar una ventaja competitiva.

Microorganismo: seres Vivos microscopicos; en este grupo se incluyen las
bacterias, hongos, virus, protozoos y algas microscopicas.

Patdgeno: agente bioldgico externo que se aloja en un ente biologico, dafiando de
alguna manera su anatomia, a partir de enfermedades o dafios visibles o no.
Producto natural: compuesto final del metabolismo secundario de los organismos;
algunas veces son particulares para cierta clase de organismos y pueden tener
efectos farmacoldgicos.

Terpenos: se originan por polimerizacion enzimética de dos o mas unidades de

isopreno, ensambladas y modificadas de muchas maneras diferentes.



RESUMEN

En este trabajo se evalud la actividad inhibitoria de extractos y fracciones de
Ulva lactuca frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Vibrio harveyi, Vibrio
parahaemolyticus y Candida albicans por medio del ensayo de difusion en agar con
discos. El material algal estudiado se recolecto en la Bahia de La Paz, Baja California
Sur, México; este después de haber sido secado y molido, se le extrajo por
maceracion a temperatura ambiente y de manera sucesiva con hexano,
diclorometano y etanol. El extracto etandlico fue, por mucho, el de mayor
rendimiento, por lo que se sometié a un proceso de separacién cromatografica, y las
fracciones obtenidas se evaluaron para determinar su actividad antimicrobiana. En
cuanto a las fracciones obtenidas a partir del extracto etandlico s6lo una de todas
ellas mostr6 actividad antibacteriana frente a V. parahaemolyticus a la concentracion
de 2.0 mg mL1. El andlisis estructural de la fraccion activa conducido por medio de
espectroscopia de infrarrojo sugiere fuertemente que la actividad observada contra V.
parahaemolyticus es debida a la presencia de diterpenos oxigenados del tipo
labdano. Es importante considerar que V. parahaemolyticus es un patégeno
causante de importantes pérdidas econémicas en acuicultura debido a su dificil
control, y es en esa area en donde estos resultados podrian encontrar alguna

aplicacion.

Palabras clave: antimico6tico, antibacteriano, Ulva lactuca, bioactivo, metabolitos

secundario, diterpenos.



1. INTRODUCCION

Durante la década de los 80°s y 90's, el estudio quimico de algas marinas
experimentd un gran incremento debido a la necesidad de nuevos compuestos
biolégicamente activos (Paul, 1988; Pawlik, 1993). Alrededor del 3% del total de las
algas conocidas han sido estudiadas desde el punto de vista de sus metabolitos
secundarios, habiéndose caracterizado poco mas de 3,700 compuestos (Maschek y
Baker, 2008).

De acuerdo con McClintock y Baker, hasta el afio 2001 se habian aislado un
total de 9,565 productos naturales provenientes de diferentes organismos marinos;
sin embargo durante las ultimas cinco décadas, se han reportado cerca de 15,800
publicaciones que cubren revisiones en: aislamiento, sintesis, determinacion de
actividad bilégica y estudios ecoldgicos, entre otros (Bhakuni y Rawar, 2005). Por su
parte Mayer y Hamann (2004 y 2005) reportan en mas de 30 articulos cientificos,
publicados desde el 2000 hasta fechas recientes, el estudio de 56 estructuras
novedosas aisladas de organismos marinos, entre las cuales encontramos:
polisacaridos sulfatados, depsipéptidos, terpenos, alcaloides, glucésidos; asi como
diterpenos, eicosanoides, lectinas, esteroles y alcaloides (Faulkner, 1984; Hay, 1996;
Ospina, 1997), a las que se le atribuyen actividades farmacolégicas como
antibacteriana, antiviral, anti-malarica, = antimicética, anti-tuberculosis 'y
anticoagulantes, entre otras (De la Calle, 2007).

La identificacion y caracterizacion biolégica-molecular de organismos Uutiles
como agentes de biocontrol, productores de compuestos bioactivos o sustitutos de
antibioticos, ha sido de gran interés para la medicina moderna, agricultura, industria
cosmética, de suplementos nutricionales, biomoléculas, biocatalizadores,
agroquimicos, quimica fina, entre otras (Heinz, 1979; Oranday,1988; Pelegrin, 2001;
Evangelista-Martinez y Moreno-Enriquez, 2007 ).

Muchos organismos marinos entre los que se incluyen bacterias, hongos,
fitoplancton y algas, asi como algunos invertebrados son actualmente considerados
importantes fuentes promisorias de substancias bioactivas. Los estudios realizados
con algas han demostrado que estas producen una amplia variedad de metabolitos

secundarios biolégicamente activos, con estructuras moleculares Unicas, no
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encontradas en otros organismos. La actividad inhibitoria de estos compuestos no
parece estar limitada a algun grupo de alga en particular ya que miembros de los
cinco grupos de algas marinas (rodofitas o algas rojas, feofitas o algas pardas,
clorofitas o algas verdes, cianofitas o cianobacterias, y dinoflagelados) han mostrado
ser capaces de inhibir el crecimiento de ciertas bacterias, virus y hongos (Schwimmer
y Schwimmer, 1955; Olesen et al., 1964; Bhakuni y Silva, 1974; Abbott y Hollenberg,
1976; Faulkner, 1984).

Dada la abundancia de cloro y bromo en los océanos, no es de extrafiar que la
mayoria de los compuestos halogenados sean de origen marino. Las algas y el
fitoplancton producen una gran diversidad de compuestos organohalogenados v,
quizas, representan el 20-25% de todos los organohalogenados naturales conocidos
(Darias, 2010). En general las macroalgas han proporcionado casi 3 mil productos
naturales, representando aproximadamente el 20% del total de compuestos aislados
en el ambiente marinos (Newman et al., 2000; Blunt et al., 2006).

Las Chlorophytas constituyen un gran grupo de interés farmacologico,
productos provenientes de algunas especies han demostrado propiedades anti-
oxidantes (Stein y Borden, 1984; Ortiz, 2011), anti-inflamatorias y actividad frente al
virus del SIDA; algunas especies biosintetizan derivados fendlicos halogenados que
han evidenciado propiedades anti-fitofagicas, anti-inflamatorias e inhibicion de la
biosintesis del colesterol (Lujan-Flores y Ledn-Cérdoba, 2008). Extractos de distinta
polaridad de especies de Ulva, Enteromorpha y Codium, han sido descritos como
anti-microbianos y anti-inflamatorios. Derivados glucosilados de esteroles obtenidos
de Ulva lactuca han evidenciado actividad anti-inflamatoria en estudios in vivo,
aunque resta determinar el o los mecanismos de accién para tal efecto.

En referencia a lo citado anteriormente en el presente trabajo se propone
evaluar al alga Ulva lactuca (Chlorophyta, Tabla I) como fuente de compuestos con
actividad antimicrobiana frente a: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Vibrio
harveyi, Vibrio parahaemolyticus y Candida albicans. Ademas de la caracterizacion

estructural de las posibles moléculas aisladas de dicha alga.



2. ANTECEDENTES

Los productos naturales son fuente importante de compuestos bioactivos
(Fusetani, 2000). Desde tiempos remotos se conoce que los organismos marinos
presentan los llamados metabolitos secundarios, es decir, compuestos inusuales que
no estan involucrados en el metabolismo primario; los cuales varian segun el habitat
y organismos que los contengan, siendo mas comunes en ambientes benténicos y
tropicales, debido a que los organismos estan sujetos a altas tasas de ataque por
consumidores en los arrecifes de coral (Hay y Steinberg, 1992; Paul, 1992; Pawlik,
1993; Scheuer, 1996). Sin embargo, los metabolitos secundarios también juegan
papeles importantes en climas templado (Steinberg, 1992) y en comunidades
bentonicas antarticas (McClintock, 1994) y posiblemente, en las comunidades de
todo el mundo pelagicos (Huntley et al., 1986; Paerl, 1988; Faulkner, 1994).

Los dos fila animales del mundo marino mas estudiados son, Poriferos
(esponjas) y Bryozoos. Por otra parte se han reportado similares mecanismos en las
algas marinas, donde estas en un ambito evolutivo han definido y seleccionado
diversas estrategias de supervivencia (Fenical, 1978; Hay y Fenical, 1992; Hay y
Steinberg, 1992; Paul, 1992).

Pratt et al. (1951) reportan el primer articulo cientifico sobre propiedades
antimicrobianas de organismos marinos, en donde se tienen los primeros estudios de
algas verdes, precisamente de una especie Chlorella, cuyo extracto soluble en éter
inhibié el crecimiento de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa; del género Halimeda reportaron nuevos diterpenos que mostraron
propiedades antimicrobianas y citotéxicas (Valerie y Fenical, 1984).

Algunos extractos de algas marinas han sido estudiados y referidos por
Harada, Noro y Kamey (1997) quienes evaluaron 1446 extractos acuosos Yy
metandlicos procedentes de 306 especies de algas marinas de las costas de Japon
mediante ensayos in vitro. Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron la
efectividad de los extractos de cuatro especies de algas clorofitas frente a leucemia
L1210, en particular el extracto metandlico de la especie Cladophoropsis
vaucheriaformis, que exhibié el 86% de viabilidad para las células normales y

selectivamente citotoxicos contra células de leucemia P388 y L1210.



Por otra parte, Pérez et al. (1998), observaron y demostraron la presencia de
lectinas, taninos e inhibidores de proteasa en algas marinas recolectadas en dos
localidades de las costas del Departamento Federal y del estado Falcén, Venezuela,
ensayaron con diferentes eritrocitos (conejo, caballo, ratones y humanos),
encontrando que los eritrocitos tratados enzimaticamente fueron méas susceptibles a
la presencia de las lectinas, siendo las especies pertenecientes a la divisién
Chlorophyta las que exhibieron mayor actividad hemaglutinante, a diferencia de las
divisiones Phaeophyta y Rhodophyta.

Las Chlorophytas o algas verdes son los productores menos prolificos en
términos de productos naturales (Duperon et al.,, 1983) con menos de 300
compuestos conocidos y pocos metabolitos secundarios reportados anualmente. La
caracteristica quimica principal de dichas algas es la presencia relativamente comudn
de 1,4-diacetoxibutadieno, un éster dienolato encontrado en muchos terpenos de
algas verdes., los cuales llegan a mostrar una citotoxicidad notable (Faulkner, 1991;
Munro y Blunt, 2005).

Los compuestos representativos derivados de las clorofitas son principalmente
derivados isoprenoides (59%), acetogeninas (19%) y derivados de amino&cidos
(14%), con pequefios porcentajes de aislamiento de derivados de carbohidratos y
shiguimatos (McClintock y Baker, 2001). Gracias a la gran variedad de terpenoides
sintetizados por las algas, estas pueden defenderse contra los herbivoros, ejemplo
de ello es el alga verde Cymopolia barbata, que contiene mezcla de compuestos
bromados e hidroquinonas preniladas (McConell et al., 1982; Hay et al., 1988). Otro
metabolito de esta alga, el bromoisocymobarbatol, que inhibe significantemente el
ataque de sus depredadores (Park et al., 1992).

Algunas especies de Ulva son usadas como alimento y en medicina popular;
por ejemplo, Ulva fasciata se utiliza para cicatrizar heridas y posee actividad
antimicrobiana debida principalmente a la presencia de acido acrilico (Sieburth, 1960;
Abdel y Edress, 1973; Dave y Parkh, 1978), el cual fue el primer compuesto
reportado en algas con actividad antibidtica. Ulva fasciata también posee un
compuesto con actividad antiviral in vitro e in vivo que fue identificado como N-

palmitoil-2-amino-1,3,4,5-tetrahidroxioctadecano (Hari et al., 1992). Algunas algas
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verdes sintetizan otros compuestos bioactivos (Kumar y Zirong, 2004); por ejemplo,
Ulva lactuca produce compuestos con propiedades anti-inflamatorias (Faulkner,
2002).

Castro-Gonzélez et al. (1996) realizaron estudios quimicos del alga verde Ulva
lactuca, recolectada durante el verano en la ensenada de La Paz, B.C.S. (México).
Los resultados fueron los siguientes: proteina cruda, 10.7%; carbohidratos, 30.9%;
cenizas, 53.2%, fibra cruda, 4.8%; digestibilidad in vitro, 64.6%; digestibilidad
multienzimatica, 86.5%. Se detectd precipitacion en la prueba cualitativa de
alcaloides. Los minerales cuantificados fueron: calcio (0.84%), hierro (0.66%), fésforo
(0.14%) y cloro (9.8%) en forma de cloruros.

2.1. Descripcion de Ulva lactuca (Linnaeus, 1753)

Ulva lactuca (Figura 1) es un alga polimorfica de color desde verde claro a
oscuro ubicada taxonémicamente dentro del Orden de las Ulvales (Tabla 1). Ovales
cuando jOvenes, caracterizada por presentar hojas de talos membranosos
ampliamente expandidas lobadas o profundamente hendidas con o sin perforaciones
de hasta 30 cm de largo, con margenes ondulados de un grosor de entre 40 y 55 pum
en el borde de la ldmina, en la parte media hasta 85 um y en la regién basal entre 80
y 100 um (Norris, 2010), en estado joven presentan I6bulos recién formados de un
grosor 20 um; se pueden encontrar hojas maduras principalmente a 6 cm de
distancia del talo. Presenta hojas anuales con crecimiento difuso-marginal y células
rizoides como método de sujecion al sustrato (Lee, 2008), con pocas células
multinucleadas que se extienden hacia abajo entre el margen de la hoja. En estado
joven las células rizoidales no se diferencian en tamafio de las que las rodean, a
medida que el talo crece las células entre las rizoidales presentan diametros mas
pequefios (Boraso de Zaixso, 2004).

Ulva lactuca presenta células de forma cuadrangular a poligonal dispuestas
irregularmente en pequefios campos circulares o cuadrangulares. Un solo cloroplasto
laminar o en forma de copa principalmente en la cara exterior de la célula, con uno o

varios pirenoides. Se observan talos esporangiales y gamentagiales
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morfologicamente similares con é&reas fecundas marginales y/o terminales con
gametos biflagelados, estos considerados isogametos o anisogametos (Abbott y
Hollenberg, 1976). Ulva lactuca es sumamente oportunistas, debido a que la fase
gemetofitica es longeva y resistente, manteniéndose en estado de latencia por largos

periodos hasta 2 afios (Pedroche et al., 2005; Crémades et al., 2006).

Tabla I. Ubicacion taxonémica de Ulva lactuca. http://www.itis.gov/8/10/2012

Reino Plantae

Subreino Viridaeplantae

Division Chlorophyta

Clase Ulvophyceae

Orden Ulvales

Familia Ulvaceae

Género Ulva

Especie Ulva lactuca (Linnaeus 1754)


http://www.itis.gov/

TALO

MARGENES
ONDULADOS

RIZOIDES

Ulva lactuca

Figura 1. Ulva lactuca (Linnaeus 1753). http://www.algaebase.org/4/9/2015



http://www.algaebase.org/

2.2. Ciclo de vida de Ulva lactuca

Ulva lactuca como muchas otras especies de clorofitas, presenta alternancia
de generaciones. El esporofito diploide que esta constituido por una ancha fronde de
s6lo dos hileras de células de espesor, se diferencia y divide por meiosis, generando
esporas haploides moéviles. Estas zoosporas nadan propulsadas por sus cuatro
flagelos, finalmente, algunas encuentran un sustrato adecuado para fijarse, alli las
zoosporas pierden sus flagelos y comienzan a dividirse por mitosis produciendo un
fino filamento que se desarrolla dando una fronde ancha de soélo dos hileras de
células de espesor. El gametofito asi producido tiene entonces el mismo aspecto que
el esporofito, en otras palabras Ulva lactuca, tiene un ciclo de vida isomorfico (Figura
2; Purves, 2009). Ademas, en la mayoria de las especies de Ulva, los gametos
femeninos y masculinos no son distinguibles estructuralmente entre si, por ello, estas
especies son isGgamas: tienen gametos de aspecto idéntico. Otras clorofitas,
incluidas otras especies de Ulva son anisbgamas: los gametos femeninos son

claramente mas grandes que los masculinos (Des Abbayes et al., 1989; Karp, 1998).
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Figura 2. Ciclo de vida de Ulva lactuca.




2.3. Habitat y distribucion de Ulva lactuca

Cosmopolitas presente en casi todos los mares desde el intermareal al
submareal, en charcas, rocas o sublitoral hasta 20 m de profundidad (Figura 3). Se
caracterizan por una alta resistencia y tolerancia a cambios drasticos en su entorno.
Pueden encontrarse en aguas dulces, salobres o saladas e incluso, sobre la nieve.
Poco dependientes a la eutrofizacién 6 trastornos ambientales e incluso, resistentes
a contaminacion y epifitismo (Pachecho-Ruiz et al., 2002; Pedroche et al., 2005).
Sobreviven a periodos prolongados fuera del agua y hasta profundidades con 0.3 %
de irradiancia incluyendo, margenes de salinidad entre 3 — 100 %o (Casas-Valdez et
al., 1997; Aguila-Ramirez et al., 2005). Al tolerar salinidades bajas puede encontrarse
en estuarios y también frecuentemente en zonas donde existen aportes
nitrogenados. Son de invasion lenta, no agresivas (incluso como epibiontes),
especialmente aprovechando nichos vacios (Pedroche et al., 2005; Crémades et al.,
2006).

Presenta su crecimiento en invierno, alcanza su maxima biomasa a finales de
primavera (mayo-junio) y decae en verano-otofio (Aguilar-Rosas y Pacheco, 1986;
Hernandez et al., 1997; De Casabianca y Posada, 1998; Pacheco-Ruiz et al., 2002).
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Figura 3. Distribucion geogréfica de Ulva lactuca. http://www.discoverlife.org/18/08/2015
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3. JUSTIFICACION

Actualmente la busqueda de compuestos con actividad biolégica en los
organismos marinos, particularmente en las macroalgas, ha interesado a un mayor
ndamero de investigadores. Sin embargo, los trabajos de aislamiento de dichas
sustancias son escasos Yy la investigacion sobre la posibilidad de que éstos sean
utilizados como medicamentos con aplicacion especifica para el hombre es aislada.
Algunas de estas sustancias pueden servir como una alternativa en el tratamiento en
contra de cepas bacterianas resistentes a los antibidticos comerciales (De Lara-
Isassi et al., 1989). Dada la importancia de este tipo de investigaciones el
aislamiento, purificacion y caracterizacion estructural de nuevos compuestos
biactivos, nos permite replantear estrategias para el aprovechamiento de los nuevos
recursos en diversas &reas de interés, como lo son la farmacologia, agricultura,
acuacultura, industria cosmética, entre otras.

En este sentido, la busqueda de compuestos activos comienza a dar un giro
importante, principalmente teniendo como objetivo la busqueda de compuestos
contra hongos, virus o cepas bacterianas resistentes a antibioticos. Por lo tanto, la
estrategia de busqueda de metabolitos novedosos ha cambiado lentamente en
muchos laboratorios, tomando en cuenta que menos del 1% de las especies
bacterianas y menos del 5% de las especies de hongos son conocidas, por lo que es
grande el potencial de los organismos como proveedores de compuestos bioactivos
atiles (Yung, 1997).

Dada la abundancia en la mayor parte del afio y amplia distribucién de Ulva
lactuca, esta especie hace que tenga una posible utilidad como organismo productor
de compuestos Utiles. De esta alga hay muy poca informacion reportada acerca de
Su composicion quimica contra microorganismos, lo cual seria util desde el punto de
vista cientifico y practico, pues contribuye afiadir una actividad mas presente en los
compuestos aislados del género Ulva. Ademas ofrecer informacion complementaria
de gran ayuda en la planificacion y potencial utilizacion del recurso, en sus diferentes

areas de uso.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.
Evaluar la actividad antimicrobiana del alga Ulva lactuca para determinar su
uso y aprovechamiento como fuente de compuestos bioactivos.

4.2. Objetivos especificos.

» Obtener diferentes extractos organicos (hexanico, diclorometanico, y

etandlico) a partir de Ulva lactuca.

> Fraccionar los extractos obtenidos por medio de métodos cromatogréficos.

> Determinar la actividad anti-bacteriana de las fracciones obtenidas de Ulva

lactuca contra bacterias Gram (+) y Gram (-).

» Determinar la actividad flngica de las fracciones obtenidas de Ulva lactuca
contra (Candida albicans).

» ldentificar los principales grupos funcionales de las fracciones activas

mediante espectroscopia de infrarrojo.
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5. AREA DE ESTUDIO

La Bahia de La Paz, Baja California Sur es el cuerpo de agua mas grande del
litoral este de la peninsula de Baja California, ocupa una superficie de
aproximadamente 1200 km?. Se localiza entre los 24°47°-24°06'N y los 110°18’-
110°40°'W (Fajardo-Ledn, 1994). Esta limitada al norte por “punta Cabeza de
Mechudo” e isla San José, al oeste por el litoral de la planicie costera, al sur por la
barrera arenosa “El Mogote” y al este por el archipiélago Espiritu Santo, el canal de
San Lorenzo y punta Pichilingue (Figura 4; Velasco-Garcia, 2009).

La Bahia de La Paz, presenta un clima semi-arido y los aportes de agua dulce
son escasos. El régimen de lluvias es en verano con un maximo en septiembre, la
precipitacion pluvial anual promedio es de 210-215 mm (Villamar, 1965). La humedad
promedio anual varia del 66 al 72%, lo que hace que esta zona sea seca o desértica
(Espinoza-Avalos, 1979). Su temperatura presenta un pico maximo en verano
(agosto) y una minima en invierno (febrero). La salinidad media se mantiene en
34.5%0. Geologicamente presenta un alternancia de claros arenosos con
afloramientos rocosos. Referente a la vegetacion de la linea costera esta constituida
principalmente de manglares que se localizan en diversos manchones alrededor de
las marismas en la ensenada, asi como en partes protegidas a lo largo de la linea
costera que forma la bahia (Villamar, 1965).

Los vientos dominantes de noviembre a marzo provienen del noroeste y se les
llama localmente “Collas”, de abril-agosto circulan con direccién oeste-sureste y son
conocidos como “Coromueles”. También existe la influencia de ciclones tropicales
durante los meses mas lluviosos (Espinoza Avalos, 1979). Las corrientes
superficiales que penetran a la Bahia de La Paz son determinadas por un régimen de
mareas mixtas semidiurnas y por los vientos dominantes que, durante marzo-junio
provienen del sur y en noviembre-febrero, del noroeste (Obeso-Nieblas, 2003;
Velasco-Garcia, 2009). El suministro de corrientes oceanicas a la bahia tiene dos
aportes principales: por el canal de San Evaristo al norte (61 cm/s, magnitud maxima
de corriente) y el canal de San Lorenzo al este (64 cm/s), formando giros ciclonicos

gue varia en dinamismo a lo largo del afio (Velasco-Garcia, 2009).
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En la parte terrestre, los litorales de la bahia delimitan a la cuenca hidrologica
de La Paz, caracterizada por una secuencia de rocas volcanicas, marcado por valles
de abanicos aluviales compuestos por capas de conglomerados y sedimentos poco
consolidados. Dichos valles, son formados por escurrimientos efimeros de corta
trayectoria con un patrén de drenaje tipo subdentritico (Mackenzie y Masten, 2005;
Velasco-Garcia, 2009).

El Malecén, asi comunmente nombrado se encuentra adyacente al canal de
mareas que alimenta la ensenada de La Paz. Por la topografia de este canal (10 m,
profundidad maxima y 1 km de ancho), las zonas someras se encuentran al
descubierto cuando la marea baja, separando a los dos canales de entrada y por el
contrario, se impone la direccion del flujo formando un solo canal (Morales y Cabrera,
1982). Esta corriente de salida, toma direccion hacia la Bahia de La Paz al
encontrarse con la saliente del muelle fiscal. El sustrato ha sido modificado, en gran
parte, con escurrimientos antropogénicos. Presenta fondos de arena, limo y material
de arrastre; ademas se observan unos espigones de roca, construidos con la

intencidén de amortiguar el oleaje (Aguilera-Morales, 1999).
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Sitio de recolecta

La Concha, B.C.S.

|
110° 48

45"

30'

24° 15’

3 15

GOLFO DE CALIFORNIA

BAHIA DE LA PAZ

Figura 4. Localizacion del area de recolecta, en la Bahia de La Paz B.C.S., México
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6. MATERIALES Y METODO

6.1. Recolecta e identificacion taxonoOmica

La recoleccion de U. lactuca se realizd6 por medio de buceo libre a una
profundidad entre 0.5 y 1 m, en la Bahia de La Paz, especificamente en la playa
conocida como “La Concha” (Figura 4). La recolecta se realiz6 durante el mes de
febrero del 2011 e inmediatamente transportadas por via terrestre al Laboratorio de
Quimica de Algas Marinas del Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas con sede
en la ciudad de La Paz. Una vez, en el laboratorio, las algas se enjuagaron con agua
de mar y después agua corriente para eliminar epifitos y cualquier otro material
extrafio, para después ser secadas al sol en un lapso de 48 h aproximadamente,

para finalmente ser molidas manualmente en un molino comun.

6.2. Obtencion de extractos crudos

La obtenciéon de los extractos crudos (Figura 5) se realizé a partir de 160 g
(peso seco), los cuales fueron extraidos sucesivamente con diferentes disolventes en
aumento de polaridad. El extracto hexanico se obtuvo a partir de la maceracion
simple del alga a temperatura ambiente con 0.55 L de hexano, por cada recambio,
con un total de 5 recambios. El filtrado obtenido fue concentrado hasta sequedad a
presion reducida a 40°C, en un rotavapor. El alga residual se sometié a extraccion
con diclorometano (CH2Cl2), por medio de maceracién simple bajo las mismas
condiciones que la anterior, s6lo que en esta ocasion se utilizé con 0.6 L de CH2Cl2
por cada recambio, haciendo un total de 3 recambios. Igualmente, lo resultante fue
concentrado hasta sequedad a presion reducida. Finalmente, del alga previamente
extraida con hexano y diclorometano se extrajo nuevamente con etanol (EtOH),
utilizando 0.6 L por recambio con un total de 7. El filtrado en todos los casos se llevo
a sequedad presion reducida en rotavapor, se determiné el peso seco de cada

extracto y se calcul6 el rendimiento porcentual en base seca utilizando la formula:
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R=PE*100/PS
Donde:
R= Rendimiento porcentual
PS= Peso seco del alga

PE= Peso del extracto

Posteriormente, los extractos se analizaron por medio de cromatografia en
capa fina, usando como fase estacionaria silica gel de fase normal, y como eluyentes
mezclas en diferentes proporciones de CH2CI2/EtOH, hexano/EtOAc vy
hexano/CH2CI2/EtOH. Las placas desarrolladas fueron inspeccionadas bajo luz
ultravioleta a dos diferentes longitudes de onda (254 y 365 nm). Posteriormente las
placas se revelaron rocidandolas con una solucion de vainillina al 0.25% en acido
sulfarico al 10% y calentadas en parrilla eléctrica hasta el desarrollo de color.

Finalmente, cada cromatograma se foto-documento.

6.3. Fraccionamiento del extracto etandlico de Ulva lactuca

El extracto etandlico fue por mucho el de mayor rendimiento porcentual, por lo
que se eligi6 para ser fraccionado por medios fisicos (Figura 6). Inicialmente, se
realiz6 una extraccién sodlido-liquido, cuya fase solida se prepar6é al disolver
completamente 32.8 g de extracto crudo etandlico y mezclarlos con 328 g de silica
gel 60A (70-230 mesh). El disolvente de la mezcla se dejo evaporar hasta sequedad
bajo campana de humos durante 12 h. La fase soélida se extrajo sucesivamente con
0.85 L de hexano/CH2Cl2 (1:1), 1.14 L de CH2Clz, 1.38 L de CH2CI2/EtOH (7:3), 0.6 L
de EtOH vy finalmente 1.0 L de agua destilada. Se recolectaron cinco fracciones, las
cuales se concentraron a presion reducida a una temperatura de 40°C. El perfil de
fraccionamiento fue analizado por medio de cromatografia de capa fina y con esa
base, la fraccion eluida con CH2Cl2:EtOH (7:3) se seleccioné para ser adicionalmente
fraccionada por medio de cromatografia en columna. Para ello, 1.21 g de la fraccién
se paso a través de una columna empacada con 60 g de silica-gel 60A (230-400

mesh). La elucion se realiz6 utilizando un gradiente de polaridad por pasos iniciando
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con CH2Cl2, CH2CI2/EtOH (9:1), (9:2), (7:3), (6:4) y EtOH. Se recolectaron eluatos de
10 mL y se compar6é su composicion relativa por medio de cromatografia en capa
fina para determinar el patron de fraccionamiento, resultando finalmente 16
fracciones, las cuales fueron concentradas a sequedad y rotuladas como F1, F2,
F3...F16. De entre todas ellas, la fraccion F14 mostré un cromatograma
relativamente simple con un compuesto mayoritario, por lo que se seleccion6 para
ser adicionalmente purificada. Para ello, se realizO una segunda columna
cromatografica con 50 g de silica-gel 60A (230-400 mesh) y 0.11 g de muestra. La
elucion se realiz6 con CH:Cl2, CH2CI2/EtOH (9:1), (8:2), (7:3), (1:1) y EtOH. El
fraccionamiento fue monitoreado por cromatografia de capa fina, usando
CH2CI2/EtOH (7:3) como fase movil. De acuerdo a lo observado, se unieron por
similitud cromatografica los eluatos 1-30,31-43, 44-55 y 56-78, para finalmente tener

cuatro fracciones nombradas como F14-1, F14-2...F14-4.

Ulva lactuca
160 g (peso seco)

0.55 L hexano x 5

Tejido algal Extracto hexanico
residual 034 g
0.6 L diclorometano x 3
Tejido algal Extracto de diclorometano
residual 0.224 g
0.6 L etanol x 7
Tejido algal Extracto etandlico
residual 37178 g

Figura 5. Esquema de obtencion de extractos crudos
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Extracto etanolico
37.178 g

32.8g |silica gel:muestra (10:1)

hexano:CH,CI,, CH,CI,,

CH,Cl,:EtOH, EtOH, H,0

v v v v v

Fraccidén Fraccidén Fraccidén Fraccidén Fraccidén
hexano:CH,CI, CH,CI, CH_CIL,:EtOH EtOH H,O
021¢g 0.29 g 1.21g 20.97 g 49¢g

silica gel:muestra (50:1)
CH,CI,, CHEC.',._,.'E;"OH (9:1), (9:2)
(7:3), (6:4), EtOH

v v v v v v v v

F1 F3 F5 F7 F9 F11 F13 F15
0.017 g 0.024 g 0.050 g 0.080 g 031g 0.230 g 0.321g 0.136 g

F2 F6 F8 F10 F12 F14 F16
0.115 g 0.041 g 0.066 g 0.243 g 0.110 g 0.292 g 0.283 g

silica gel:muestra (20:1)
hexano:CH,CI,, CH,CI,

CH,Cl,:EtOH, EtOH, H,O

v v v

F14-1 F14-2 F14-3 F14-4
0.001 g 0.006 g 0.054 ¢ 0.055¢g
activo vs

V. parahaemolyticus

Figura 6. Esquema de fraccionamiento del extracto etandlico de Ulva lactuca

20



6.4. Ensayo de actividad antimicrobiana

Extractos y fracciones resultantes se evaluaron para determinar su actividad
frente a Staphylococcus aureus, Vibrio harveyi y Vibrio parahaemolyticus, asi como
contra el hongo levaduriforme Candida albicans. La actividad antimicrobiana se
evalué utilizando el método de difusion en agar con disco segun Encarnacion y Keer
(1991). Todos los experimentos fueron realizados por duplicados, y para ello, cada
disco de papel filtro estéril (Whatman No. 4, 6 mm de diametro) se impregno con una
solucion madre de cada muestra hasta tener una concentracion final igual a 2 mg
disco®. Los discos impregnados se colocaron sobre placas de agar, previamente
inoculadas con una suspension de microorganismos (1x10® células mL1). Se usé
agar Mueller-Hinton y agar Mueller-Hinton 2.5% NaCl para S. aureus y Vibrio spp.,
respectivamente mientras que C. albicans se cultivd sobre agar tripticaseina-soya.
Las placas fueron selladas e incubadas a 37°C por 24 h. Al cabo del tiempo de
incubacion se inspeccionaron las placas en busca de zonas de inhibicion alrededor

de cada disco de papel. El diametro del halo de inhibicion se midié en milimetros.

6.5. Caracterizacién de la fraccién activa por espectroscopia de infrarrojo

Del total de fracciones, sélo una de ellas mostr6 actividad antimicrobiana, por
lo que se analiz6 por medio de espectroscopia de infrarrojo para caracterizar su
naturaleza quimico-estructura. Para ello, se utilizé un espectrofotometro de infrarrojo
modelo Spectrum Two fabricado por Perkin-Elmer. El espectro de infrarrojo de la
fraccién activa se obtuvo en el rango espectral de 4,000 a 500 ondas cm, con una

resolucion de 4 ondas cm™.
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7. RESULTADOS
Como puede verse en la Tabla Il, el extracto etandlico resultd ser el de

mayor rendimiento, mientras que el hexano y el diclorometano produjeron

rendimientos de extraccion comparativamente marginales.

Tabla Il. Rendimiento de cada extracto respecto a su peso fresco y extracto obtenido

Extracto Peso (9) Rendimiento %

Hexanico 0.3499 0.2186
Diclorometénico 0.2249 0.1405

Etanolico 37.178 23.23

En la Figura 7 se muestran los cromatogramas de los extractos obtenidos,
en donde usando EtOH como eluyente, se observa una mejor separacion de

manchas en diferentes polaridades.

CH2ClL2

Hexano & ‘

‘ | EtOH
—

- 5 p

1234 1 2 3 4 1 2 3 4

EXTRACTOS
1.-11-001-20
2-11-001-10
3.-11-001-40
4 - Cristales

!

Figura 7. Cromatografia de capa fina de los extractos
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En cuanto al fraccionamiento del extracto etanodlico, solamente la sub-
fraccion F14-2 (Figura 6) mostré actividad inhibitoria moderada frente a V.
parahaemolyticus (Figura 8, halo de inhibiciébn de 7 mm), siendo inactiva frente al
resto de los organismos de prueba. Ninguna de las fracciones y sub-fracciones
obtenidas a partir del extracto etandlico de U. lactuca mostré efecto inhibitorio frente

a S. aureus, E. coli, V. harveyi y C. albicans.

Figura 8. Halo de inhibicion frente a Vibrio parahaemolyticus presentado por la sub-fraccion
F14-2 aislada a partir del extracto etandlico de Ulva lactuca.

La fraccion activa se aislé6 como un aceite incoloro a temperatura ambiente
[6.0 mg; solido ceroso bajo refrigeracion; TLC (Si gel GFa2s4, 15 um, CH2Cl2) R=0.48],
cuyo espectro de infrarrojo (Figura 9) mostré bandas de absorcién [IR vmax (HATR):
3340, 2920, 2850, 1715, 1650, 1510, 1450, 1410, 1377, 1235, 1050, 1030, 830, 800,
720 ondas cm] consistente con las de un compuesto oxigenado de naturaleza no-
aromatica. Al comparar los datos espectrales y el perfil de actividad biolégica con
aguellos compuestos aislados previamente a partir de algas del género Ulva, se
encontr6 buena evidencia para suponer que la fraccion activa contra V.
parahaemolyticus aislada a partir de U. lactuca sea de naturaleza terpenoidal, similar
a la del labdano; un diterpeno biciclico con una amplia variedad de productos
naturales derivados a partir de él, los cuales son genéricamente referidos como
“ladbanos”.
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Figura 9. Espectro de absorcion de infrarrojo de la sub-fraccién F14-2.
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8. DISCUSION

8.1. Rendimiento de los extractos

En cuanto al rendimiento de los extractos organicos (Tabla II) y el analisis
preliminar mediante cromatografia de capa fina (Figura 7), en el presente trabajo se
reporta un mayor rendimiento en el extracto etandlico, de igual manera este extracto
es el de mayor perfil de compuestos observados, por lo que se puede decir que los
metabolitos presentes U. lactuca son mayormente solubles en dicho disolvente, que
se caracteriza por su polaridad media-alta (Sreenivasa-Roa y Parekh, 1981; Karl-
Gunnar y Srivastava, 1987, Vidyavathi y Sridhar, 1991). De acuerdo a Shizuri et al.
(1984) el método de extraccién por maceraciéon simple, el cual fue utilizado para la
obtencion de los extractos organicos en el presente estudio, es uno de los mas
recomendados debido a su facilidad y rapidez. En cuanto a actividad biologica se
refiere, este método de extraccion es casi siempre el de elegido ya que permite
aprovechar la mayor cantidad del alga; coincidiendo con la mayoria de los trabajos
publicados sobre organismos marinos, en donde los autores utilizan maceraciones

de material fresco y extracciones a temperatura ambiente.

8.2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Dentro de las actividades biolégicas mas cominmente reportadas en el caso
de los productos de origen natural, estd la actividad antimicrobiana. Una de las
razones principales para ello es la relativa rapidez y facilidad de los métodos de
bioensayo, frente a otros ensayos de actividad biol6gica (Marquez et al., 2004). En
este contexto se ha evaluado a U. lactuca como agente antimicrobiano frente a: S.
aureus, E. coli, V. harveyi, V. parahaemolyticus y C. albicans donde se observé
inhibicion frente Vibrio parahaemolyticus (Figura 8).

Entre los reportes bibliograficos se menciona un estudio de prospeccion
biolégica de un grupo de algas marinas recolectadas en las aguas costeras de
Oaxaca, México (De Lara-lsassi et al., 1996); dicho estudio indicé que el extracto
etandlico U. lactuca resulté inactivo frente S. aureus, Streptococcus pyogenes, E.
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coli, Enterobacter aerogenes y Shygella sonnei. Resultados similares se reportaron
(De Lara-lsassi et al., 1999) en U. lactuca recolectada en agua del estado de
Veracruz (De Lara-Isassi et al., 1999). En contraste, Aguila-Ramirez et al. (2012)
estudiaron seis especies de algas comunes del Golfo de California entre las cuales el
extracto etanolico de U. lactuca mostro actividad antimicrobiana frente a S. aureus.
Por su parte, Abd El-Baku et al. (2008) sugieren que la actividad antibacteriana de U.
lactuca esta relacionada directamente con el contenido lipdfilo de los extractos y en
particular con la presencia de esteroides y altos niveles de acido acrilico.

Troncoso et al. (2015) reportan que los extractos obtenidos con diclorometano
y etanol a partir de una mezcla de Ulva rigida y U. lactuca (en proporciones no
determinadas) mostraron una fuerte actividad inhibitoria frente a Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas syringae y E. coli. En ambos extractos se detectd la
presencia de fitol (3,7,11,15-tetrametil-2-hexadeceno-1-ol), un diterpeno aciclico
monohidroxilado reconocido por su propiedades antibacterianas y que ademas se le
ha atribuido propiedades antimicéticas y antivirales (Plaza et al., 2010; Jeyadevi et
al., 2012; Santoyo et al., 2012). Similarmente, en el extracto crudo obtenido con
acetato de etilo se observo la presencia, de 6-metil-2-fenilquinolina, descrita también
como molécula antimicrobiana por Meléndez et al. (2008). Ademas, en extractos de
acetato de etilo y diclorometano obtenidos a partir de un complejo Ulva/M. pyrifera se
aislé el neofitadieno como compuesto antimicrobiano y antiviral (Jeyadevi et al.,
2012; Santoyo et al., 2012).

8.3. Caracterizacion de compuestos

El espectro de infrarrojo de la fracciéon F14-2 mostré una banda de absorcion
ancha centrada en 3340 ondas cm™ caracteristica del estiramiento asimétrico del
enlace O—H que de acuerdo con Chakraborty et al. (2010) denota la presencia de un
hidroxilo secundario. Adicionalmente, se observan bandas a 2920 y 2850 ondas cm™
debidas al estiramiento de enlaces C—H de metilos (CHs—) y metilenos (—CH2—).
La ausencia de bandas de absorcion a frecuencias ligeramente mayores de 3000

ondas cm asi como la ausencia de bandas indicativas de sobretonos en la regién
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de 2200 ondas cm denotan la ausencia de anillos aromaticos, apoyando la hipétesis
de un compuesto de naturaleza alifatica. Con estas primeras observaciones se
comparo la informacion espectral de F14-2 contra aquella reportada para metabolitos
previamente aislados a partir de algas del género Ulva, tales como: diterpenos
aciclicos derivados del fitol, acidos grasos, esteroles, sesquiterpenos derivados del
guaiano y diterpenos biciclicos derivados del labdano. La Tabla Il muestra una
comparacion de bandas de absorcién de infrarrojo de la sub-fraccion activa F14-2
aislada a partir de U. lactuca en el presente estudio y diterpenos labdanos aislados a
partir de Ulva fasciata (Chakraborty et al., 2010), en donde son evidentes las
similitudes en términos estructurales. Adicionalmente, se consideré que tanto los
derivados del labdano obtenidos a partir de U. fasciata se aislaron como aceites
incoloros similar a la F14-2 y en ambos casos se observd actividad inhibitoria contra
V. parahaemolyticus. Teniendo en cuenta las similitudes observadas por
espectroscopia de infrarrojo, el estado fisico de los compuestos aislados y su
caracteritico perfil de actividad antimicrobiana, se llegé a la conclusion de que la
fraccion F14-2 de U. lactuca es estructuralemente un derivado oxigenado del labdano

gue recuerda aquellos reportados a partir de U. fasciata (Chakraborty et al., 2010)

En cuanto al bajo numero de fracciones biactivas (s6lo una del total)
encontradas en el presente estudio a partir de U. lactuca podria explicarse con base
en las interrelaciones existentes en cada medio. Es decir, en la zona de recolecta
predominan planicies arenosas, con algunos manchones de limos y rocas en donde
casi no se tiene presencia de organismos ya que es una area considerara
intermareal, marcadamente somera y de baja pendiente (Gutiérrez, 2013). De igual
manera dicha diferencia puede ser explicada por la metodologia de extraccion
empleada tal como lo mencionan Kandhasamy y Arunachalam (2008), Lavanya y
Veerappan (2011), diferencias en factores bidticos y abiéticos propios de la zona de
muestreo, asi como también el estado fisiologico del organismo (Figueiredo et al.,
2008, Adaikalaraj et al., 2012). Igualmente Pratt et al., 1951; Coumbat et al., 1981

hacen referencia a los factores que pueden influir de manera importante en la
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ausencia, presencia e intensidad de la actividad de metabolitos responsables del
poder bactericida de algas, entre los mas importantes estan la variacion estacional,
variacion geogréafica (Moreau et al., 1984, Almodovar, 1964) e incluso el estado
reproductivo del alga (Moreau et al., 1984; Clark y Hufford, 1993).
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Tabla Ill. Comparacion de bandas de absorcion de IR (ondas cm™) de la sub-fraccién F14-2 aislada a partir de Ulva lactuca en el presente
estudio y los compuestos reportados de Ulva fasciata en: Chakraborty et al. (2010) Antibacterial labdane diterpenoids of Ulva fasciata Delile
from southwestern coast of the Indian Peninsula. Food Chemistry 119: 1399-1408.

Sub- Labda-14-en- ent-Labda- ent-Labda-
fraccion | babda-l4-en- | lLabda-l4-en- | Labda-ld-en- | ‘o 14 0vits | 13(16),14-dien-3- ent-Labda- 13(16),14-dien-
F14-2 8-ol 3a,8a-diol 8a,9a-diol ona ona 13(16),14-dien 32-0l
— — — 3550 (OH) 3562 (OH) 3510 — 3550
— — — — — — — 3459 (OH)
— 3415 (OH) 3450 (OH) — — 3431 (OH) — 3446
3300 (st.asim. 3329 (st.asim.
3340 — OH(SeC_) OH(SeC_) 3300 S 3341 S
2920 2908 2957éSHt)'me“' - - 2953 2920 (st. metil CH) 2915
L L L 2896 (st.metil L L L o
CH)
2846 (metil C- 2830 (st.metil 2850 (st.metil 2850 (st.metil
2850 (H) éH) S S éH) 2849 C(H)
— 1740 — — — 1750 1720 —
1715 — — — 1715 1718 1710 —
— — — — 1705 1705 — —
1650 1670 1660 — 1682 — — 1651
— 1615 — — — — — 1629
1510 — 1530 (C-0O) 1529 — — — —
1450 1452 — — — 1450 1452 1463
1410 — — — — — — —
1377 1389 — — — 1352 1369 —
— 1275 1260 (C-0) 1278 (C-0) 1265 (C-0) 1263 — —
1235 — 1253 — — — — 1253
1050 — — — — 1050 — —
1030 1026 — — — — — 1025
— 940 920 (C=C) — — 920 993 —
— — — — — — 885 —
830 — — — — — — —
800 — — — — — — —
720 — — — — — 739 —
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9. CONCLUSIONES

» Ulva lactuca, especie considerada cosmopolita de alta resistencia y tolerancia
a cambios drasticos en su entorno es fuente de compuestos bioactivos con inhibicion

frente a la bacteria marina Vibrio parahaemolyticus.

> EIl analisis estructural de la fraccion activa aislada en el presente estudio
sugiere fuertemente que la actividad observada contra V. parahaemolyticus es

debida a la presencia de diterpenos oxigenados del tipo labdano.

» Las bacterias del género Vibrio son de importancia en sanidad acuicola debido
a que causan enfermedades en las etapas larvarias durante el cultivo de camarén,
por lo que los hallazgos encontrados en este estudio son de potencial aplicacién en
el control de bacterias marinas patdégenas.

» La presencia o ausencia de compuestos biactivos, esta estrechamente
relacionada con las interrelaciones del organismo y el medio, diferencias en factores
biéticos y abidticos propios de la zona, asi como también el estado fisiolégico del

organismo.
» Las clorofitas son fuente prometedora de compuestos bioactivos con gran

potencial farmacoldgico por lo que se recomienda realizar mas estudios de estas

algas sobre actividades biologicas.
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