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INTRODUCCION



El estudio de los metabolitos secundarios provenientes de

algas marinas. contrariamente a lo sucedido con los de plantas

terrestres. cobró gran impulso recién a partir de la década

pasada. Esto se debe fundamentalmente a que las algas marinas.

por su habitat característico. se encuentran menos accesibles

para su recolección que las plantas superiores. Este impedimento

recién fue superado con el desarrollo de medios de acceso al

mar. y en especial la posibilidad de equipos de inmersión

autónoma.

Aún así. la cantidad de material vegetal disponible es, en

muchos casos. menor a la necesaria para llevar a cabo un estudio

de productos naturales. sobre todo de aquellos compuestos

presentes a nivel de trazas.

En particular. el desarrollo de técnicasanalíticas y

separativas. tales comola cromatografía líquida de alta

resolución. y espectroscópicas como RHN-FT y CGL-EH.

posibilitaron el estudio de productos presentes a nivel de

trazas.

Los avances logrados permitieron un explosivo desarrollo del

estudio de metabolitos secundarios de origen marino a partir de

la década de 1970.lo cual se vio reflejado en numerosas

publicaciones y trabajos de recopilación sobre el tema [1-11].

La importancia de este tipo de estudio puede ser considerada

desde distintos puntos de vista:



a v la elucidaclón estructural de compuestosde estructura química

novedosa. 3111precedentes en los aisladas de fuentes

terrestres. constituyen un aporte a la químlca de productos

naturales.

D) un ¡ran número de estos compuestos poseen acción farmacológica

muy potente. con acuvldades desconoc1das hasta el momento

[12-14].

C)el interés qulmlotaxonómlco debldo al uso de estos metabolltos

secundarios comotrazadores para la diferenciación de especies

morfolóalcamente idénticas.

d) las algas. productoras Primarias en su medlo. son la base de

la cadena alimentaria en el ambiente marino. El conocimiento

de algunos de estos metabolitos Permite elucldar la secuencia

tranca en dlcho ambiente.

e
V

se 1dent1f1caron numerosos compuestos que actúan como

mecanismos de defensa, feromonas de roproducclón [15].

mensajeros químicos [16.17].o inhibidores de predaclón. El

conoclmientode estas 1nteracclones químlcas entre distintos

organismos constltuye el campo de acción de la ecología

químlca marlna.

Un ejemplo de esta 1nteracc16n es el caso de los moluscos

oplstobranquios Aplysia californlca Y StYIOCIJeIIUS

¡onlicauda Estos moluscos evoluclonaron de tal forma que no

sólo toleran algas tóxlcaa en su d1eta. sino que las necesitan

para su superv1venc1a.



En efecto. Aplysia CSIIÍOI'HICZse aumenta de algas

rojas de los géneros Laurencia Y Placamium. Y

S. Jongicauda lo hace de c1anófitas del género Lyngbya.

El estudlo de los metaboutos secundarios presentes en estos

moluscos. permitló hallar varios compuestos tÓXICOSpara los

peces. que eran bloslnteuzados por las algas mencionadas

[18-28].Los moluscos incorporan estos compuestos en la aleta. Y

luego los concentran en distlntos órganos. lo cual los Vuelve

tóxicos para los peces.

En otros casos. se ha comprobado que el molusco transforma

químicamente para su provecho algunos de los metabolitos de

algas ingeridos con la aleta [291.

F13. g: Johnstonol [29]. metabollto hallado en el alga roja

Laurencla JODIISÍODIIY en el molusco APLYSIZcalifornlca



CLASIFICACION QE LAS ALGAS

Según la clasificación de Silva [30] existen 17 clases de

algas: Procnlorophyceae. Cyanophyceae (algas azul-verdosas).

Rhodophyceae (algas roJas), Cryptophyceae. Pras1nopnyceae.

Chloropnyceae (algas verdes). Charophyceae. Euglenophyceae.

Chrysopnyceae (algas doradas). Dictyochopnyceae.

Baclllarlopnyceae (dlatomeas). Pnaeophyceae (algas pardas),

Xantophyceae (algas amarillas). Rapnldopnyceae. Haptopnyceae.

Eustlgmatopnyceae y D1nophyceae (dlnoflaaelados).

En general. en el ámbito marlno las algas macroscóplcas

(macrófitas) comprenden sólo cuatro clases: Rhodopnyceae

(rojas). Pnaeophyceae (pardas), Chloropnyceae (verdes) y

Cyanopnyceae (azul-verdoaas).

CLASE RHODOPHYCEAE

Esta clase incluye a las algas comunmente conocldas como

roJas, aunque su coloración va del roJo al púrpura. 1ncluyendo

tonandades parduzcas y ollváceas.

El grupo comprende alrededor de 500 géneros y cerca de 4000

especles. de las cuales solo unas 60 son de agua dulce. La gran

mayoría son especlea marinas. preferentemente de aguas

templadas. Se encuentran por lo general en las zonas del meso- y

el infralltoral. habléndose encontrado 1ncluso algunas especles

a 400 m de profundidad.



En general son algas que presentan talo macroscóplco Y

36311.Y se diferencian de las otras clases por los sluulentes
caracteres:

no presentan estados flagelados.

producen plsmentos fotoslntétlcoa característlcos. comopor
ejemplolas ficoerltrlnas.

las sustanclas de reserva son principalmente. almldón de las

florídeas Y florldósldo.

entre los componentesde la pared celular. presentan

pollsacáridos sulfatados.

- la reproducción sexual. ooaámlca. es muy característlca Y

especlanzada.

En general. las algas rojas se fiJan a las rocas Y otros

sustratos inanlmados. aunque tamblén existen especies epífltas Y

parasitarlas.
En varios géneros se produce la calclflcaclón de las paredes

celulares. slendo ésta la característica prlnclpal de las algas

coraunas (famnla Coralllnaceae).

Otros géneros producen pollsacáridos (carragenanos. agar).

que forman hidrocololdes explotados 1ndustr1almente.

CLASIFICACION 25 LAS RHODOPHTCEAE

Según snva [30]. la clase Rhodopnyceae comprende dos

subclases: Banslopnycldae y Florideopnycldae. La subclase

Banglophycldae presenta cinco órdenes: Porpnyrldales.

Gonlotricnales. Banc1alea. Compsopoaonales. Y Rhodochaetales.



A su vez. la subclase Flor1deophyc1dae comprende diez

órdenes: Acrocnaetales. Hemallales. Chaetanglales. Gelldlales.

Bonnemalsonales. Cryptonemlales. Glgartlnales. Rhodymenlales.

Palmariales Y Ceramlales.

ORDEN CRYPTONEHIALES

Este orden puede dlvldlrse en dos famillas. según el grado

de calclflcaclón de la pared celular:

a) paredes celulares calciflcadas: familia Coralllnaceae.

D) paredes celulares DOCOcalclflcadas 0 sln C31C1f1C3P.

FAMILIA CORALLIHACEAE

Las algas de esta familia presentan paredes celulares

regularmente calclficadas. El talo puede ser incrustante o

artlculado. Poseen internodos calclflcados alternados con nodos

sin calc1f1car.

Esta famllla comprende los siguientes géneros: Alatocladla

Ampnlroa, Anthrocardla, Boslella, Gaulartnron, Cheuosporum,

Chlharaea, Clathromorphum, Coraluna, Dermathouthon,

Dertniopnycus, Ezo, Fosueua, Gonlollthon, Hauptylon,
Hydrouthon, Jaula, thnoleepis, Litnophyuum, Lithoporella,
thnotbamnlum, thnothriz, Harglnlsporum, Hastophora, Helobesla,

Hesopnyuum, Hetagonloutnon, Hetamastopnora, Neogonloutnon,

Pachyartroa, Phymatouthon, Porouthon, Serratlcardla, Tenarea,
Yamadea.



Comoya fue señalado. estos géneros pueden ser d1v1d1dos en

dos grandes grupos: incrustantes y articuladas. En el litoral

mar1no argentino. la mayor parte de las especies exlstentes son

del tlpo 1ncrustante. Estas algas forman una pátlna coloreada

sobre las rocas. m1metlzándose en muchos casos con ellas. lo

cual vuelve muy dlflcultosa su recolección en cantldad

suflclente comopara un estudlo químlco de productos naturales.

La familia de las Coralllnaceas es una de las pocas famlllas

de algas rojas que ha sldo ampllamente estudlada desde el punto

de vlsta de su slstemátlca. taxonomía y variaclones

morfológlcas.

Las Coralllnaceas articuladas están representadas en el

lltoral marítlmo argentino por solo tres géneros: Coraulna,

Jania y Bosiella. En total han sldo informadas solo cuatro

espec1es:Coraluna officlnaus (Llnóe).Coraluna elontata

(Arescnoug).Bosiella orblgnana (Silva) y Janla sp.

En los trabajos publlcados por Hendoza [54.55].solo

aparecen c1tadas las tres prlmeras especles. Sln embargo.

Jania sp. fue posterlormente clasificada por la m1smaautora.

no hablandose determinado hasta el momentola especie en

particular. Actualmente. la Dra. ll. L. Hendoza (CADIC-Usnuala).

está completando la clasificacion del alga Janla sp.

estudiada en el presente trabajo.



Todas estas algas son de pequeño tamaño (3-10 cm). y tienen

forma de pequeño cepillo o plumero (ambas Corallinas y

Janla sp) o de collar de cuentas (B. orbianana). que se

forman a partir de un disco calcáreo fijado sobre sustratos

rocosos. la caparazón de moluscos o sobre otras algas. El color

es rojizo en el caso de las Corallinas y Jania 5p.. y

rosado en el de B. orbignana.

Las especies mencionadas pueden ser ubicadas a lo largo de

todo nuestro litoral marítimo. desde la provincia de Buenos

Aires hasta Tierra del Fuego.

En particular. salvo B. orbignana. las tres restantes

son particularmente abundantes en el litoral marítimo

bonaerense. donde forman un 'coJín' rojizo sobre las rocas que

se encuentran en la línea de marea.

En el caso de Bosieua orbignana. si bien se la ha

detectado en numerosas oportunidades. se trata siempre de

ejemplares aislados. o arrastrados por la resaca. Evidentemente

este alga tiene su hábitat en la región del infralitoral. y por

lo tanto no es recolectable a mano durante los períodos de baja

marea.

Coraluna officinaus es la más fácilmente recolectable.

encontrándosela en el horizonte superior del mesolitoral.

Corauina elonlata y Jania sp. se encuentran

preferentemente en la zona del horizonte medio e inferior del

mesolitoral. por lo tanto son recolectables a mano solo durante

baJantes importantes.



HETABOLITOS SECUNDARIOS D_E ALGAS ROJAS

La mayor cantidad de metabolitos secundarios de algas roJas

se encuentra en ciertos órdenes y familias, extremadamente ricas

en este tipo de compuestos. la mayor parte de los cuales

presentan estructuras químicas novedosas.

Sin embargo. existen casos. como la familia de las

Corallinaceas. en el cual los datos informados son dudosos o

incompletos. Has aún, otro factor que complica las

generalizaciones quimiotaxonómicas es el hecho de que la

clasificación de las distintas especies de algas es muy compleja

a nivel de géneros y especies. Muchas especies son

indistinguibles en base a su morfología. debiéndose entonces

apelar a las características de sus órganos reproductores para

diferenciarlas. Aún así. la clasificación de muchas especies es

dudosa. lo cual hace necesario la continuación de estudios

sistemáticos para lograr un completo panorama quimiotaxonómico.

Entre las familias de algas rojas que han probado ser mas

ricas en metabolitos secundarios. se encuentran:

Orden Bonnemaisonales: familia Bonnemaisonaceae.

Orden Ceramiales: familia Rhodomelaceae.

Orden Gigartinales: familias Plocamiaceae y Rhodophyllidaceae.

Orden Cryptonemiales: familia Rhizophyllidaceae.



FAMILIA BOHHEHAISOHACEAE:

En general. las algas de esta familia se caracterizan por la

presencia de acetogenlnas halogenadas. prlnc1palmente de C-l.

C-3. C-7, y c-9. Estos compuestos. en su mayoría volátiles. se

encuentran en compartlmlentos celulares donde no son afectados

por el metabolismo prlmarlo y son excretados por el alga como

sustanclas de defensa.

En partlcular los géneros Asparaawszs (F13.2).

Bonnemalsonla (F18.3). Ptuonia y Dellsla son muy ricos

en esta clase de compuestos.

l

I-C-Br CHBr3 CH3-C-CHBr2

Br2C:CH-CHBr2

BrQCH-C-CHBrg

OH Br
I

BrClHC-CH-CHCla B¡ /
Br

Br

F18. g: Algunos compuestos volátlles de Asparagopsis

taxlformls y Asparagoszs armata [31.32]

-10



l?O Br Br o /W /\/\l/\Coá_I
B! BrH Br Bf r Br

Fll. :2 Algunos compuestos aislados de Bonnemalsonla namlfera,

Bonnemalsonla nootkiana Y BonnemaJsonia asparagoides [33].

FAMILIA PLOCAHIACBAE:

Estas algas 80D en general muy rlcas en monoterpenos

halogenados. en su mayor parte. lineales. De unas quince

especies estudiadas del género PIOCHMIUEse han alslado

alrededor de clen compuestos nuevos de este tlpo [36-39].

Flfl. fi: Ejemplo de monoterpeno halogenado aislado de 31‘38

rojas del género Placamlum.

En este género en partlcular. exlsten grandes controverslas

en cuanto a la clasificación taxonómlca Y a 103 metabolitos

producidos por las dlstlntas especies.

-11



Por ejemplo. se ha observado que ejemplares supuestamente de

la mlsma especle Y recolectados en distlntas localldades.

producen dlstlntos monoterpenos nalogenados [40].

La dificultad en la elucldaclón estructural de estos

monoterpenos. radica fundamentalmente en la ubicaclón de los

halógenos. Esto ha dado orígen a numerosas publlcaclones Y

correcclones de estructuras ya asignadas.

FAMILIA RHODOPHYLLIDACEAE:

La característlca que poseen algunas especies de esta

fam111a es la de produclr compuestos 1ndól1cos nalogenados.

Por ejemplo. de RDOCOPDYIIISmembranacea se han alslado

más de dlez compuestos representatlvos de este tlpo de

estructura [41].

Br B, CI C' Cl

©Q Br \ Cl \ CI
H H H

Br Br

F13. t}:Algunos compuestos aislados de Rhodopnyuis

membranacea

Estos compuestos presentan propiedades antlblótlcas Y
c1totóxlcas.

_‘a_



FAHILIA RHODOHELACEAE:

Es la familia de algas roJas que presenta la mayor variedad

en cuanto al tipo de metabolitos que produce. En general. estos

productos podemosclasificarlos dentro de cuatro tipos:

a) sesquiterpenos nalogenados.

b) diterpenos halogenados.

c) compuestos fenólicos halogenados (bromados).

d) acetogeninas nalocenadas.

Se destaca claramente el género Laurencla. el cual es

probablemente el género más rico (en cuanto a variedad de

estructuras que produce) de todo el reino vegetal. Hasta la

fecha se han informado más de l¡00 nuevos metabolitos secundarios

producidos por algas de este género [42]. En particular:

- 26 esqueletos carbonados novedosos de sesquiterpenos.

- 10 esqueletos carbonados novedosos de diterpenos.

- más de 50 estructuras novedosas de acetogeninas.

3 OH OH
m,

Br 5 o Br
l

Br

spirolaurenona iodolaurinterol snyderol

-13



laurenclna als-maneoneno-B

F13. Q: Algunos compuestos a1slados de algas del género

Laurencla.

En cuanto a los bromofenoles. estos compuestos son

generalmente producldos por algas de los géneros Polysipnonia.

Rhodomela, Vidaua y Odontnaua. en las cuales llegan a

representar un 5 7.en peso (base seca) [43-47].

En general se trata de C-7 fenoles. derivados de la

tlroslna.

CHO CH20H
Br

Br Br
OH OH

lanosol

F18. Z: A18111108C-7 ÍCDOICSaislados de Rhodomelaceae.
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FAMILIA RHIZOPHYLLIDACEAE:

ES la familia químicamente mas rica en el orden de las

Cryptonemlales. Sólo dos géneros han sldo extensamente

estudiados: Chondrococcus Y Ocntodes.

En general estas algas son productoras de monoterpenos

halogenados. la mayor parte de ellos monocícllcos. aunque en el

caso del género CDOHdI‘OCOCCIISse han informado monoterpenos

acícllcos.

Hoore Y colaboradores (Hawan) [46-51]. aislaron de

CDODGI‘OCOCCUShornemanu una serle de monoterpenos

nalogenados. tanto CÍCIICOScomo aCÏCIICOS.

Br

Cl

F13. g: Algunos monoterpenos alslados de C. hornemanu.

Fenlcal Y Colaboradores (La Jolla) [52,53].aislaron de

OCIJtOdESsecundiramea Y Ochtodes CPOCKCI'Iquince

compuestos con un novedoso esqueleto monoterpénlco. el cual fue

denominado 'octodeno'.
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F18. 9: Algunos compuestos 81513608 de OCDÍOÓCSCPOCKCPI.

RECOLECCIOH, TRATAMIENTO I CONSERVACION IAB ALGAS

Las algas en general se encuentran fijas a las rocas del

fondo marino. y como pueden ser de tamaños muy diversos, no es

aconsejable el uso de rastras o redes de fondo para la

recolección. Las dos formas que comunmente se usan para

recolectar el material vegetal son: recolección a mano durante

la marea baja o mediante buceo autónomo.

La región del litoral marítimo puede dividirse en cuatro

zonas. de acuerdo al régimen de mareas:

- zo_na(¿el supralitoral: normalmente no cubierta por las aguas.

recibe las salpicaduras de las olas. Solamente es cubierta por

el mar en el caso de crecientes excepcionales. En general solo

crecen museos y algunas algas verdes Y azul-verdosas.

- M gg mesolitoral: tambien llamada zona intermareal
('1ntertidal'). Es la zona normalmente cubierta y descubierta

por las aguas según el régimen de mareas. Se la puede dividir

en tres 'horizontes' (superior. medioe inferior).
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relacionados con la altura de marea que los va deJando al

descubierto. Es la zona normalmente más accesible para la

recolección de algas a mano. En general se puede encontrar en

esta zona algas roJas Y verdes. y también una mayor variedad

de fauna bentónica. principalmente crustáceos.

—M M infralitoral: es la zona que normalmente queda

cubierta por las aguas. aún en su punto de baJante máxima.

Sólo se puede llegar a ella en el caso de baJantes

excepcionales o mediante el muestreo en 'pozos de marea'. Lo

mas usual es efectuar el muestreo mediante buceo autónomo.

Esta zona es la que presenta la mayor variedad tanto en flora

comoen fauna bentónica.

—M (M circalitoral: región cercana al talud continental. En

general no se encuentra muy estudiada. debido a que las

grandes profundidades (mayores de 30 m.)dificultan el buceo.

En el litoral marítimo bonaerense, el buceo está seriamente

dificultado por la muy escasa visibilidad de las aguas (debido a

la gran concentración de fitoplancton). por lo tanto es difícil

el muestreo en la zona del infralitoral. Una ayuda suelen ser

los 'pozos de marea". Estos son excavaciones hechas por las

aguas en las rocas del fondo o pequeñas lagunas rodeadas por

rocas. que quedan expuestas por la marea baja. Estos pozos o

lagunas conservan fauna y flora Dentónica representativa de

zonas mas profundas. material que es fácilmente recolectable por

acceso a las rocas que lO circundan durante la marea baja.
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Para la recolección manual del material vegetal en la zona

del mesolitoral hay ciertos factores que se deben tener

presentes: el régimen de mareas (distinto en cada localidad). la

altura de marea a partir de la cual se puede obtener un buen

muestreo. la influencia de los vientos y temporales en la altura

de marea y los horarios en que se produce la baJante.

Los factores expuestos reducen considerablemente el número

de ocasiones anuales en que es posible efectuar un buen trabajo

de recolección manual.

En particular. en las zonas en que se ha recolectado el

material vegetal para este Trabajo de Tesis (liar del Plata y

Miramar) se toma comoreferencia el mareózrafo de Har del Plata.

La altura normal de marea en esta localidad es de 0.90 m y

las baJantes más convenientes para el muestreo son las que

tienen una altura mínima de marea inferior a 0.40 m. Estas

baJantes suelen ocurrir durante tres o cuatro días consecutivos.

dos veces al mes. preferentemente desde setiembre hasta abril,

que es la época del año en la que se observan las mayores

amplitudes de marea.

Un aspecto esencial en el estudio de metabolitos secundarios

de algas. es el referido a las condiciones de extracción del

material vegetal.

En general. se ha observado que en muchos casos. los

metabolitos secundarios no soportan el secado del material

vegetal. Por lo tanto. es conveniente trabajar con el material

fresco, y efectuar las extracciones en frío, preferiblemente el

mismo día de la PBCOICCCIÓD0 al DOCOtiempo de recolectado.
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Un caso en el que se comprobaron las ventajas de esta

metodología de trabajo fue el del alga verde Caulerpa

prolifera [56].En los primeros estudios realizados con este

alga en los cuales se trabajó con mater1al seco. sólo se había

conseguldo aislar caulerplna comoúnico metabonto secundario.

H

© " ©
N
H

C02Me

F15. Q: caulerplna

Se comprobó luego que esta sustancia no era la responsable

de la 1ct10tox1c1dad exnlblda por el alga. El trabajo con

materlal fresco. permitió a1slar diez sesqulterpenos. entre

ellos la caulerpenlna. que eran responsables de la actlvldad

biológica del extracto [57].

AcO\
Á/á I

OAc

F13. g: caulerpenlna

OAc
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La extracción de material vegetal fresco y con una gran

cantidad de agua en los teJidos. obliga a utilizar solventes

miscibles con agua. En general se utilizan metano]. etanol.

isopropanol. o mezclas cloroformo/metanol (3:1)o (8:1).

Dada la labilidad de muchos metabolitos aislados de

organismos marinos es conveniente conservar a bajas temperaturas

tanto el extracto comolas fracciones y productos aislados.

ESTUDIOS QUIMICOS E! ALGAS IE L_AFAMILIA CORALLIHACEAE

La mayor parte de los estudios anteriores realizados en

algas de esta familia incluyen el análisis de aminoácidos

[56-61],ácidos grasos [62-64] y esteroles [65-67].

Bogger y Johansen [66] identificaron las plastoquinonas A.B

y C en Coraluna officinaus y otras algas de la familia

Corallinaceae. por cromatografía en capa delgada y comparación

con testigos. aunque no intentan el aislamiento o la

cuantificación de los compuestos.

0

CH3

CHz-HC:C-CH2 H

n

Fig. i_2:plastoquinona-A
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CH3 CH3 CH3

CHa-HC:C-(CH2)3-C-CH2 CHa-HCZC-CHa H

O-R

plastoqulnona-B: R2acllo

plastoqulnona-C: R: H

m. 1_3:Plastoqu1nonas B y c

Pedersén [45] en un estud1o sobre compuestos fenóncos de

algas rojas. identlflca lanosol comoün1co compuesto fenóllco de

Coralllna off1c1naus. Esta 1dent1f1cac16nfue reauzada por

CGL-EH.partiendo de una muy pequeña cantmad (4 g) de material

vegetal.

En un estudlo sobre los productos naturales del alga roJa

Hargizusporum aberrans (Coralnnaceae). onta y Talca“ [69].

idenufican p-h1dronbenza1dehído. d1cloroacetam1da.y

3.5-d1n1troguayacol como responsables de la act1v1dad

ant1m1crob1ana de los extractos del alga.

Además de estos compuestos. los m1smos autores [70]

1dent1f1can c1nco sesqulterpenoa fenóucos nalogenados:

laurmterol. lsolaurmterol. aplyslna. aplysmol y aplysmal.

EStOScinco compuestos 8610 habían SIGOobtenidos

previamente de algas dEl género LaurencJa.
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, OH OH
lg."

"I “"3

Br Br

laurlnterol 1solaur1nterol aplysina: R - CH3

aplyslnol: Ñ u oz
N
o:1:

aplyslnal: R : CHO

F18. 1L}:sesqulterpenos nalocenados alslados de H. aberrans.

Existe la posibllldad de que los compuestos hallados

provengan de algas de este ülumo género. abundantes en la

localidad donde fueron recolectadas las Coralunaceas estud1adas

por onta. mezcladas en el material vegetal estudlado.

OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

Los recursos del mar son sin duda una de las prlnclpales

fuentes de riqueza con que cuenta nuestro país. El conoclmlento

de estos recursos incluye el estudio de los extractos obtenldos

con solventes orgánicos tanto de sus especies vegetales como

animales. para la 1dent1f1cac16n de los componentes de los

mlsmos.



Los estudios realizados hasta el presente en nuestro país en

el tema de productos naturales de algas, se ocuparon

principalmente de los polisacáridos. muchos de ellos con

importantes aplicaciones industriales. Por este motivo. se

comenzóla línea de trabaJo relacionada con el estudio de los

metabolitos secundarios aislados de extractos con solventes

orgánicos de algas marinas del litoral marítimo argentino

[71-72].En particular. en el presente Trabajo de Tesis se

estudiaron algas de la familia Corallinaceae. teniendo en cuenta

la posibilidad de encontrar en ellas metabolitos secundarios de

interés y el hecho de ser una de las pocas familias de algas

estudiadas taxonómicamente en el país.

Los trabajos de Obta y Takasi [69.70]abren el interrogante

sobre la presencia de sesquiterpenos nalogenados en algas de

esta familia. Por otra parte. en su trabajo de revisión de

compuestos fenólicos de origen marino. Hina [47] comenta la

necesidad de un estudio químico sistemático de la familia

Corallinaceae. El litoral marítimo bonaerense ofrece un campo de

estudio óptimo. ya que no se encuentran especies del género

Laurencla. posibles productoras de los compuestos hallados

por Ohta y Takaui.

Teniendo en cuenta por un lado lo expuesto. y por otro la

accesibilidad y facilidad de recolección de este material

vegetal. se encaró el estudio de Corallina offlclnaus,

Coraluna elontata y Jania 5p.. comouna contribución al

meJor conocimiento de la flora de nuestro litoral marítimo.

pleno de recursos naturales aün no explotados.
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CAROTENO I DES



Los carotenoides son pigmentos isoprenoides de tipo poliénico

de color amarillo a rojo. presentes en todos los organismos

fotosintéticos. Hasta el presente. se encuentran descriptos más

de cuatrocientos carotenoides diferentes Y más de cien de ellos

han sido detectados en el ámbito marino.

La numeración utilizada actualmente para este tipo de

compuestos toma como base a1 licopeno (IUPAC-IUB. 1974).

F18. 152Numeración de carotenoides.

CAROTEHOIDES E_Ha; AHBITO MARINO

El color de las aguas marinas. sobre todo en zonas costeras.

varía considerablemente debido a la variación estacional de las

poblaciones de organismos fito- y zooplanctónicos. que poseen un

alto contenido pigmentario (principalmente clorofilas). En aguas

profundas la concentración de nutrientes disminuye. y por lo

tanto también lo hace la población de organismos planctónicos.

haciendo que las aguas se vean azuladas.
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En zonas costeras. de alta productlvldad prlmar1a. la

concentración de organ1smos planctónlcos puede ser tan elevada

comopara que las aguas adquleran tonos verdosos. amar1llentos o

pardos.

La producción anual de fitoplancton en los océanos se estima

en alrededor de 431010toneladas de materia orgánlca (en base

seca). De éstas. aproxlmadamente un 0.1 Z (varlos mlllones de

toneladas) está constltuído por carotenoldes [73].

En clertas épocas del año. ocurren grandes aumentos en la

población de d1noflagelados. Estos poseen un elevado porcentaje

de carotenoldes. que producen una coloraclón rojlza en el agua.

fenómeno conocldo como 'marea roJa". Los carotenoldes no se

llmltan a cumpllr esta funclón de “señal de peligro". slno que

contrlbuyen de manera 1mportante a la belleza del mundo

submarino. En efecto. la viva coloración de numerosos tlpos de

1nvertebrados (anémonas de mar. esponjas. moluscos. gorgonlas.

corales) y peces. se debe prlnclpalmente a la presencla de

carotenoldes. Esto tlene numerosas 1mp11canc1asdesde el punto de

vlsta ecológlco. ya que estas coloraclones pueden serv1r en

algunos casos como mecanlsmos de atracción o de defensa.

As1mlsmo.la coloración rosada típ1ca de la carne de salmón y

otros peces. también se debe a este t1po de compuestos.

Los carotenoldes cumplen en algas [74-76] un rol de plgmentos

fotoslntétlcos auxiliares. La luz solar es flltrada por el agua de

mar a medida que aumenta la profundldad. La luz que se pierde en

mayor proporción es la de longltudes de onda entre 200 Y 500 nm.
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Por lo tanto. la presencia de carotenoides (cuya zona de

absorción se encuentra entre 450 y 550 nm) tiende a contrarestar

este efecto, permitiendo un mayor aprovechamiento de la luz solar

y favoreciendo la fotosíntesis.

Otro rol Importante es el de fotoprotección [77.78].El

oxígeno singulete. 103‘. provoca oxidaciones que resultan

perJudiciales para los organismos vivientes. En el caso de las

algas. esta especie sería producida por el estado triplete de la

cloro-fila. 3Chl'. a través de la siguiente reacción:

30m" + 303 —o cm + ¡03'

Ch]: clorofila

La acción fotoprotectora de los carotenoides se ejerce

atrapando tanto 3Chl como 102 en caso de que se hayan

llegado a formar. Esta acción se llevaría a cabo pasando por el

estado triplete. el cual volvería luego al estado fundamental sin

emitir radiación.

30m"+ Car — cm + 3Car'

103' + Car —o 303 + 3Car'
3Car"—v Car

Chl: clorofila Car: carotenoide

Existen teorías sobre la acumulación selectiva de

B.B—caroteno Y fucoxantina en 881116108masculinos Y femeninos
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respectivamente de algas pardas. que los vinculan con una función

reproductiva. pero ésto todavía no ha sido demostrado.

En el ámbito marino es donde se halla la mayor diversidad en

cuanto a estructura de carotenoides. Estos se hallan presentes en

bacterias. en todas las clases de algas. y también en vertebrados

e invertebrados [79.80].

Los carotenoides son biosintetizados 'de novo' por todos los

organismos fotosintéticos. mientras que los vertebrados e

invertebrados pueden modificar la estructura de los carotenoides

ingeridos con la dieta. Esto permite concluir que:

a) Los carotenoides presentan un gran potencial comomarcadores

quimiotaxonómicos en el ámbito marino. Estudios sistemáticos en

distintos tipos de organismos han permitido encontrar compuestos

característicos en cada uno de ellos. Además. en el caso de

organismos fotosintéticos. la presencia o no de enzimas capaces

de realizar ciertas transformaciones de grupos terminales puede

ser indicativa de su posición en la escala evolutiva.

b) El hecho de que varias clases de algas sirvan de alimento a

diversos tipos de animales marinos y que éstos no puedan

sintetizar carotenoides 'de novo' puede permitir el seguimiento

de la cadena alimentaria. conociendo previamente la distribución

de carotenoides en algas. Por ejemplo. la cantidad total de

carotenoides del moluscoHytuus edibuis. varía con la

frecuencia de las floraciones de dino-flagelados [61].Se supone que

la mytiloxantina. principal carotenoide del molusco.proviene de la

transformación de la fucoxantina. ingerida CODla dieta [62].
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\ 3 km“¡swo _O
HO OH

fucoxantina mytiloxantina

Fig. 1_6:Posible orígen biosintótico de la mytiloxantina.

BIOSIHTESIS Q_ECAROTEHOIDES

A partir de la formación de geranil-geraniol pirofosfato. la

biosíntesis de carotenoides se puede dividir en tres secuencias

biosintéticas:

a) Desde la condensación de dos unidades de geranil-geraniol

pirofosfato hasta la producción de licopeno o dehidrolicopeno [83].

b) Reacciones de ciclación o de cuasi-ciclación; la mayor parte

de los pasos involucrados fueron estudiados por Goodwiny Britton

[64,85].

c) Reacciones de elaboración o modificación de los grupos

terminales. Este grupo de reacciones es el que ha sido menos

estudiado. En el caso de las algas. ello se ve dificultado por la

mayor eficiencia que presentan estos organismos respecto de las

bacterias en la transformación de los precursores. Por lo tanto,

se torna más dlÍÍCll la detección de 108 DPOGUCÍOSintermediarios.
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La mayor parte de estas reacciones no han sido todavía

estudiadas. Una de las pocas transformaciones elucidadas. fue la

que origina los grupos terminales alénicos. Hilborrow y

colaboradores [86].obtuvieron sistemas libres de células del

dinoflagelado Ampn1d1n1umcarterae mantenido en cultivo

axénico. Al inocular zeaxantina-[14C]. obtuvieron neoxantina y

diadinoxantina marcadas. Por otra parte. en experiencias con

inoculación de mevalonato [a-i4c. a 35-2-3112]se pudo

determinar que el átomo de hidrógeno de 0-6 en el grupo alénico

de la fucoxantina provenía del hidrógeno unido a1 C-E del

mevalonato. Este resultado excluiría la posibilidad de un grupo

acetileno como PPCCUI‘SOI‘del grupo aleno.

B: Ig'
HJ 5/Í \ \ '

_——o ¡“WOH

H. HO
HO neoxantina

B=\¡::¡ ÑJ . a}
Mal-a _.

HO H’ Ho

neoxantina diadinoxantina

F13. 112Experiencias biosintéticas de HIIDOI‘POWY colaboradores.

-29



CAROTENOIDES D_E ALGAS ROJAS

La mayor parte de los primeros estudios realizados (anteriores

al año 1970).son cuestionables. ya que no incluyen el uso de

técnicas de RHN-¡H o E.H.

Sin embargo. los trabajos posteriores de BJórnland [67] y

Liaaen-Jensen [79.80]han permitido comprobar que los resultados

anteriores eran bastante acertados en cuanto a la escasa variedad

de carotenoides encontrados.

Existen cuatro carotenoides presentes en la mayor parte de las

especies estudiadas: 6.6-caroteno; B.€-caroteno: zeaxantina. y

luteína. La identificación de otros carotenoides ha sido informada

ocasionalmente. y existen dudas acerca de que provengan de

diatomeas. dinoflauelados u otros organismos contaminantes [87].

Esguema 1: Carotenoides de algas rojas.

Carotenoides comunes Carotenoides m frecuentes

B.B-caroteno : a-P-a a-criptoxantina : c-P-b

B.€—caroteno: a-P-b B-criptoxantina : c-P-a

zeaxantina : c-P-c antheraxantina : e-P-c

luteína : c-P-d violaxantina : e-P-e

auroxantina : g-P'-g

aurocromo : f-P’—f

taraxantina : e-P-d

neoxantina : e-P'-i

fucoxantina : h-P’—J
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ACTIVIDAD FARMACOLOGICA I APLICACIOHES INDUSTRIALES

El hecho de que los carotenoides ejerzan un efecto

fotoprotector en organismos fotosintéticos ha llevado a probar su

acción en enfermedades de la piel causadas por una excesiva

fotosensibilidad [66].

La administración de B.B-caroteno a pacientes de

protoporfiria eritropoiética permitió observar un marcado

incremento en la tolerancia a la luz [69.90].

También se ha informado el uso de B.B-caroteno en

tratamientos de porfiria congénita (enfermedad de Gunther) con

resultados positivos [91.92].

Actualmente se está estudiando la relación de la vitamina A.

B.B—caroteno.y otros carotenoides como fuente de prevención de

tumores de piel [93].

Los carotenoides tradicionalmente se han utilizado como

colorantes naturales. tanto en alimentos comoen medicamentos.

Incluso, agregados en dosis extra en la dieta de salmones.

mejoran considerablemente el color de su carne [94]. Las algas

pardas del género Sargassum. se emplean en forma seca y

molida en alimentos para ganado como un método económico para

introducir carotenoides en la dieta.

AISLAHIEHTO I PURIFICACIOH

LOS carotenoides son SCDSIDICSa la luz. calor. OXÍCBDO,

ÉCIGOSY peróxidos. Algunos. como la fucoxantina. son también
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lábiles frente a los álcalis. Teniendo en cuenta estos factores,

los métodos empleados para extracción y aislamiento deben ser muy

cuidadosos.

Las extracciones se deben realizar en frío y a partir del

tejido fresco (ya sea animal o vegetal) Y la evaporación de los

extractos debe efectuarse a temperaturas inferiores a 40.0.

Durante los procesos de extracción y aislamiento. resulta

fundamental guardar los extractos. las fracciones de purificación

y los compuestos aislados a baJa temperatura (-30-C)Y en la

oscuridad. contenidos en ampollas color caramelo. cerradas en

atmósfera de nitrógeno. Estas precauciones aseguran una buena

conservación de los productos durante períodos largos (un año o

más) sin degradación apreciable.

El método tradicionalmente más empleado para purificación de

carotenoides es la cromatografía. tanto en capa delgada como

preparativa. realizándose incluso separaciones en la escala de

microgramos.

A partir del año i971 comenzó la aplicación de CLARa la

separación de carotenoides. Desde entonces. han sido

desarrollados una gran cantidad de sistemas. siendo los más

empleados. los de fase reversa (Rp-ia) y los de fase nitrilo.

Los sistemas de fases móviles varían segun la polaridad de

los compuestos a separar. lográndose la resolución de mezclas muy

complejas. inclusive de compuestos epiméricos [95].

Mediante la derivatización con ácido (-) camfánico o con

(S)—(*)—or—(1-naftil)etilisocianato. se ha logrado la PCSOIUCIÓD
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de mezclas racémicas Y se ha conseguido probar el carácter

racémico Y meso de la astaxantina proveniente de distintas

fuentes naturales [96-98].

El detector más utilizado para este tipo de técnica

cromatográfica es el UV/Vis..debido al alto coeficiente de

extinción de estos compuestos en la zona de absorción del

visible.

ELUCIDACION ESTRUCTURAL

RESOHANCIA HAGHETICA NUCLEAR

Run-in:

Los espectros RHN-1Bde carotenoides presentan un aspecto

característico. en el cual se destacan dos zonas:

a) Zona de campos altos (a: i —2.5): es la que brinda la mayor

cantidad de información estructural. debido especialmente a las

señales de los hidrógenos de los diferentes grupos metilo. las

cuales aparecen generalmente comosinguletes. Estas señales

permiten en muchos casos individualizar los grupos terminales.

b) Zona de 6: 5 a a: 7.2: las señales de esta zona se originan

en los diferentes hidrógenos olefínicos. La escasa diferencia de

desplazamiento químico y la diversa multiplicidad de estas

señales genera un gran solapamiento de las mismas en espectros

realizados a 100 HHz.situación que hace muy dificultosa la

asignación de las señales.
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Sin embargo. algunas de estas señales brindan 1mportante

1nformac16n. como por ejemplo, en el caso de grupos terminales

5.8-epóxldo (o: 5-53). En espectros realizados a 400 HHz. las

señales de esta zona aparecen lo suficientemente resueltas como

para perm1t1r en algunos casos. la asignaclón de desplazamlentos

y partlclones para cada n1drógeno de la cadena pollénlca [99].

En general se observa que las señales de H-u y H-15

usualmente aparecen a campos mas bajos (alrededor de 6.7 ppm), y

las de H-la. H-lll y H-lo a campos más altos. Esta desprotecclón

de H-u y H-15se puede 1nterpretar comodeblda a fuertes

1nteracclones del tlpo de Van der Vaals con los hldrógenos

perteneclentes a los metllos de la cadena pollénlca.

Las señales de H-7. H-6 y H-lo son altamente dependlentes del

grupo termlnal.

RHN-130:

Esta técnica requlere el 1180de una mayor cantldad de muestra

que a veces es difícil de lograr. lo cual representa una

limitación.

LOSespectros RHN-130también tienen un aspecto

característico. Todos ellos presentan una zona densamente poblada

entre 120 Y 130 ppm deblda a los carbonos olefínlcos: pero son

las zonas de 0-70 Y 170-220 ppm las más Indicadas para

individuallzar los grupos terminales. ya que permiten detectar la

presencla de grupos funclonales característlcos.
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Con esta técnica se detectan con facilidad carotenoides

simétricos. ya que el número de señales del espectro se reduce a

la mitad.

IDENTIFICACION D_EGRUPOS TERMINALES 293 m

La identificación de los grupos terminales es de fundamental

importancia para la elucidación estructural de carotenoides. Se

observa que las señales de los dos grupos terminales son

independientes entre sí debido a la distancia a que se

encuentran. El largo de la cadena poliénica tampoco tiene

influencia apreciable sobre estas señales. Estas observaciones

permitieron la utilización de análogos sintéticos de cadena más

corta para la asignación de grupos terminales modelo.

Englert y colaboradores [99-100]realizaron un trabajo de

recopilacion de asignaciones completas de grupos terminales,

tanto en RHN-1Bcomo en RHN-130.mediante el análisis de una

gran cantidad de muestras naturales y sintéticas. Las tablas de

asignaciones publicadas en estos trabajos. presentan 136grupos

terminales con sus señales de RHN-1Btotalmente asignadas y 92

de ellos con sus asignaciones de RHN-130.

Estas tablas incluyen la información de las señales de

posiciones 7. 6 y 10. debido a la mencionada influencia de los

grupos terminales sobre estas señales. Para la asignación de las

señales informadas se emplearon las siguientes técnicas:

- espectros NOE-diferencia [102].
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—espectros resueltos ED-J [103].

- la secuencia DID(Double Indoor Difference) [101].para la

asignación de señales en espectros RHN-1Bcomplejos.

- espectros correlacionados 2D (COSY),nomonuclear y

heteronuclear [104.105].

- espectros RHN-130utilizando la secuencia DEPT [106].

- espectros INADEGUATE-ED[107].

ESPECTROHETRIA QE HASA

La espectrometría de masa de compuestos carotenoides es un

tema que ha sido muy estudiado como un aporte a su elucidación

estructural y a los aspectos mecanísticos de las fragmentaciones

características de este tipo de compuestos [108-112].

Las fragmentaciones observadas se pueden dividir en dos

grandes grupos:

a) fragmentos provenientes de la cadena pollénica. presentes en

mayor o menor medida en los espectros de todos los

carotenoides. Estos fragmentos tienen escaso valor

diagnóstico (salvo el caso de los que provienen de la cadena

poliénica de compuestos con grupos terminales epoxídicos).

b) fragmentos característicos de los distintos grupos terminales

de gran V3101"diagnóstico.
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FRAGHEHTACIOHES DE LA CADENA POLIEHICA

i) Eliminación d__etolueno z xileno : [H - 92]? y [H - 106]?

Ocurren en general en los espectros de todos los carotenoides y

es la fragmentación mejor conocida para este tipo de compuestos.

El mecanismo aceptado [113](basado en experiencias de marcación

con deuterio) involucra los siguientes pasos:

1) una reacción electrocíclica conrotatoria de 6 electrones.

a) una reacción electrocíclica disrotatoria de 6 electrones.

3) apertura del anillo de cuatro miembros formado y eliminación

de lOSfragmentos neutros.

'Ï 'Ï R]? RTs R T RT

Rai —. -—-o * lRs R9 R,

[H - 92]?
I.-

F15. 1_6:Formación del ion [H - 921?.

H f H H Í +

UN R ‘ n] í R] l R]\ 14 —o —0 —o +

\r/ R’ R’ g R’ R’
H H H

[H - 106]?

Flg. 1_9:formación del ion [H —106]?
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11) Eliminación (Le cum: [H - 156]?

Usualmente de baja abundancia Y referida comoellmlnaclón de

dlmetlldlhidronaftaleno. Se ha demostrado que 1nvolucra solamente

la POPCIÓDde cadena entre C-iO Y C-12’ (O C-ia a C-iO') [114].

111)Ellmlnac1ón (Lafragmentos g cadena 111compuestos (M ¡runos

terminales enoxídlcos: [lll-801?. [li-1061?. [ll-1461?. y [Pl-1721?:

Estos lones 1nd1can la presencia tanto de 5.6 como de 5.6-epóx1dos,

ya que los prlmeros se reordenan para dar los segundos y por

conslgulente presentan las mismas fragmentaclones [114).

'I?

T ¿y / /---—oU

[H - 60]?

F15. _2_0:Formación del 1on [H —60]?
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[H - 60]?

[H - 106]?

[H — 146]?

[H - 17211

F18. a: Fragmentaciones de la cadena poliénica en carotenoides

CODgrupos terminales epoxídicos.

FRAGHEHTACIOHES IE: LOS GRUPOS TERMINALES

En general. cada grupo terminal presenta rupturas

características. Se consideran a continuación sólo aquellos que

pertenecen a carotenoides provenientes de organismos de origen

marino.

i) Grupos terminales acíclicos:

Las fragmentaciones varían de acuerdo a la funcionalización que

presenten. Así por ejemplo. la presencia de un grupo hidroxilo

genera un ion [ll-18]? importante. Asimismo la presencia de un

metoxilo genera [ll-321?.
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Un grupo carbon1lo conjugado con la cadena pol1én1ca promoveria

rupturas a al mismocon retenc16n de la carga en el fragmento de

mayor m/z.

En el caso de grupos termlnales no funclonanzados:

a) s1 ex1ste conJugaclón total. presenta lones correspondientes a

1a ruptura de cada enlace entre C-3 y el centro de la cadena

pollénlca. con transferencia de hldrógeno.

F13. 3_23Fragmentaclones en grupos aCÍCIICOStotalmente conJugados

D)Sl no existe conJugaclón total. las rupturas alíucas resultan

muy Importantes [115].

presenta [Ill/Z 691+pico base

F13. _2_3:Fragmentaclón alíuca.
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e) Grugos terminales cíclicos:

En general los iones de grupos terminales cíclicos poco

funcionalizados son de baja abundancia.

i) grugos terminales co_nA g:

En general la única fragmentación importante que presentan es la

ruptura del enlace 7.8.

CH

[H - 137V 81 R: H

[H - 153V 31 R: OH

F13. 2_4:Ruptura del enlace 7.6.

La transferencia de hidrógeno no ocurre desde una posición

específica de la cadena poliénica. Ha sido demostrado que un 40 Z

proviene de C-Ii Y el resto. de otras posiciones [115].

ii) grunos cíclicos (M A 1.9:

a) rugtura g enlace 1,9: es similar al caso de A 5- ciclonexenos.

b) runtura (M enlace 9,1: ocurre con transferencia de hidrógeno

al fragmento de mayor m/z (a la inversa que en el caso del enlace

l¡»,5).
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[H - 1221* s1 R: H

[H - 136]+ si R: OH

F13. a_5:Ruptura del enlace 6.7.

C)ruptura retro D1els-A1der:nene poca importancia en espectros

realizados a 70 ev. pero es importante para caracterizar este

tipo de grupo terminal medlante técnlcas de anállsls de lones

metaestables [116].

\ \ \ \
._——. [II-56]?

HO

F13. 2_6:Ruptura retro Dlels-Alder.

111)Grupos terminales aromátlcos:

La única fragmentación importante que presentan es la ruptura del

enlace 7.6 [117].



oH' ’

-l ——O [H - 133]+

y [m/z 133]?

F13. 2_7:Ruptura 7.6 en grupos terminales aromáticos.

1V)Grupos termlnales (E tlEO c1clopentano:

En general prevalece la ruptura del enlace 5.6. Sl la carga es

retenida por el fragmento de menor Ill/Z.éste da fragmentaclones

posterlores [118].

o T/ Í + - “¿o o

H0HO
[m/z 1271+ [m/z 1091*

o Íl / ‘’
fi —-—-’

4'

o 0
[In/Z 125]* [m/z 83]+

F13. Q: Fragmentaclones de grupos term1na1es de t1po

ciclopentano.
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v) Grunos terminales enoxídlco :

Tanto los epóxldos en 5.6 como en 5.8 dan las mismas

fragmentaclones. debldo al reordenamiento 1nd1cado en la secc1ón

de fragmentaclones de la cadena pollénlca [119].

[In/z 164 + RP

/\ /\
n 9.... R 9

[m/z 204 + RP

F13. 2_9:Formación de [m/z 164 + R]+ y [m/z 204 + RF.

ESÍOSson IOSlones más importantes de una serie que se forma POP

la ruptura de 108 enlaces 6.9 - 9.10 - 10.11. etc. La formación

de 108 mlembros más pesados de la serle (ruptura de enlaces más

allá de C-15)1nvolucra la pérdida de un radical hidrógeno. POP

ejemplo:
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// //////
//Ñ\\

_ 1/ y
R 0 [m/z (336 + R - um

ug. 219:Formaclón del ion [In/z (336 + R —Hnt.

v1) Grupos terminales 3-n1droxl-4-cetoc1clogexenos 9 hexadlenos:

En general presentan los lones [li-16?, [ll-421?, [ll-44]? y

[li-58]t [120].

fs \ \xl t
A

O

\ 7 /' 0
\ A: [H - 42]?

la B: [H - 44]?
0 B

F15. 31: Formaclón de los iones [II-42]? y [ll-441?.
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-* / _ . +
\ \ 1 A.[H- 16]

B: [H - 56]?ij
0M B

F13. 3_2:Formación de los iones [ll-16? y [ll-5811.

Además de estos iones de alto Ill/Z.estos grupos tamblén originan

lones estables de bajo III/Z. POP ejemplo:

0 0

\‘ \ -’ \ d
RO

Ro o R o o
[m/z 203] 31 R:H

Flfl. 33: Fragmentaclones de grupos 3-h1drox1-4-cetoc1clonexadlenos.
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V11)Grugos termlnales alénlcos:

Este t1po de grupo terminal. presente en fucoxantlna. per1d1n1na

y otros carotenoldes característlcos del ámbito marino, en

general posee grupos hldroxllo terclarioa y acetatos. los cuales

se pierden fácilmente orlglnando [II-18]? y [lll-60]? [121.122].

Otros lones caracterísucos son los s1gu1entes:

1)

+/
—_'M

AcO OH

[H - 1431*

F13. 3_4:Formación del 10h [ll-143]" en grupos terminales

alénlcos.

11) ruptura del enlace 11,12CODtransferencla de hidrógeno.

m z 2751* _2_,""0 [m/z 197]+

Aco -Ac0H

¡inn/z 2903+ 220-» [In/z 2121+
-Ac0H

-H' _
4—[m/z 3011* _HL°.. [m/z 2.23]+

'AcoH
F13. gg: Ruptura: 11.12 - 12.13 y 13-14.
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Los galactosildiglicéridos se encuentran presentes en todos los

organismos fotosintéticos. principalmente comocomponentes de

membrana. Las reacciones fotosintéticas se llevan a cabo en los

cloroplastos y se pueden dividir en dos procesos distintos: la

fiJación de coa ocurre en la porción soluble (estroma) del

cloroplasto. mientras que las reacciones que involucran transporte

de electrones. captura de energía y generación de potencial

reductor. se llevan a cabo en una serie de membranas internas

conocidas como tilacoides.

La composición de estas membranas es 50 7. proteica y 50 7.

lipídica y es en esta porción de la célula donde se concentran las

clorofilas. formando parte de complejos con proteínas [123].

Los componentes lipídicos mayoritarios de los tilacoides de

cloroplastos son precisamente mono- y digalactosildiglicéridos.

genéricamente 1.a-di-Q-acil—3-Q-B-2-galactopiranosil-sn-glicerol.

Y 1.2-di-Q-acil-3-Q-(6-g-a-g-galactopiranosil-B-g-galactopiranosil)

Sfl-EIICCPOL

314111110

F1¡.z¿t_3:1.2—d1-g-acu-3-9-B-g—ga1actopiranosu-sn-gncerol.
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E12 } alqullo

F13. EH:1.2-d1-Q-ac1l-3-9-(6-Q-a-D1alactop1ranosll-B-Q

galactoplranosll)—sn—gncerol.

EStOScompuestos no están unlformemente dlStPlDUÍdOS en 105

cloroplastos. LOSmonogalactoslldlg]1cérldos se encuentran

Preferentemente en las membranas t11aco1des. m1entras que 105

dlgalactosildlgllcérldos se ubican en las envolturas de lOS

cloroplastos.

Además de estas dos famlllas de compuestos. en cloroplastos

se encuentran tamblén SUIÏOQUIDOVOSIIGIEIICEP1605,

fosfatldllgllcerol y fosfatldllcollna.

R1 al uno
R2 qH

F13. 3_6:1,2-61-9-ac11-3-9-(6-sulfoqu1novos11)-sn-gllcerol.
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La naturaleza tanto llpofíuca comohidrofillca de los mono

y d1galactos1ldlgllcér1dos y los restantes lípldos de membrana

tlene fundamental 1mportanc1a en la estructura y actlvldad de la

mlsma. En particular. 1a composlclón en ácidos grasos de los

lípldos const1tuyentes de la membrana influye en la permeabllldad

movllldad y funclonam1ento de la misma.

Este es uno de los motlvos por el cual exlsten varlos

estudios sobre los ácidos grasos de galactolípldos de plantas

superiores [124-128] Y algas [129-130].

En general. tanto en plantas superlores comoen algas y

hongos. se puede observar un elevado porcentaje de ácidos grasos

polnnsaturados (en plantas superlores pr1nc1palmente C165).

Estos valores son muy distintos de la composición en ácidos

grasos de otras clases de líp1dos.

Además se observa que esta tendencia es más acentuada en

monoque en dlgalactoslldlgucérldos. m1entras que en

sulfoqulnovoslldlgllcérldos aumenta conslderablemente el

porcentaje de ácidos grasos saturados.

Tamblén se observa una distinta dlstr1buc16n de los ác1dos

grasos entre las poslclones sn-l y sn-2 del gllcerol.

obtenléndose dlst1ntas especlflcldades no solo según la pos1c16n

del organlsmo en la escala evolutiva. s1no también según el tipo

de galactolípldo considerado. En efecto, se observaron

dlferenclas entre monogalactoslldlgncérldos,

dlgalactosndlgncérldos y sulfoqu1novos11dlgllcérldos. de las

mlsmas especies.

-51



En los primeros estudios realizados por Hoda y FuJiwara [131).

sobre hidrólisis enzimática de monogalactosildiglicéridos. se

proponía que el factor determinante en cuanto a la distribución de

los ácidos grasos era el grado de insaturación. Así. a mayor grado

de insaturación. existía una mayor tendencia a ocupar la posición

sn-Z del glicerol.

Estudios posteriores. generalizados a todo el reino vegetal

[124.129.132]permitieron concluir que el factor preponderante no

era el grado de insaturación sino el largo de la cadena del ácido

graso (ver tabla 1).

Se observó que los ácidos grasos de cadena de C-16. tendian a

ubicarse en la posición sn-2 del glicerol, independientemente

de su grado de insaturación, mientras que los de 0-16 o mayores

tendían a ocupar la posición sn-i [133].

En casos en que no puede haber selección por longitud de

cadena (comoen Ancnusa sp.). se observa una mayor tendencia

de los ácidos grasos más insaturados a ocupar la posición

sn-a.

En el caso de los disalactosildialicéridos. se observa que si

bien en algas se mantiene la tendencia de los 0-16 a ocupar la

posición 311-2.en plantas superiores la situación es diversa.

ya que se encuentran casos de preferencias POPla posición

sn-i, sn-a o porcentajes comparables de ambas.

Estas distribuciones parecerían indicar distintas
especificidades de las galactosiltransferasas presentes en los

organismos estudiados.
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Estas enzlmas. responsables de gllcosldar dlgllcérldos.

parecerían elegir clertos sustratos sobre otros. Y así originar

las d15tr1buc1ones encontradas. Sin embargo. 108 DOCOSestudios

reallzados hasta el momento.no han perm1t1do verlficar en tOdOS

108 C3508 esta hipótesis.

ác1dos ¡P3808

Organismo fracclón 16:0 16:1 16:2 16:3 16:1 16:2 18:3

Anabaena total 24 6 10 3 3 22 30

cyUndrIca sn-1 5 6 2 1 4 35 47

(cyanóflta) sn-a 7 11 19 5 2 6 9

Anabaena total 15 6 6 13 2 6 52

{losaquae SII-1 6 7 2 3 5 9 69

(cyanófita) 317-2 26 5 11 26 2 26

anoreUa total 2 12 27 4 15 22 18

vulgasz sn-i 3 2 3 24 36 32

(chlorophyta) SII-2 2 20 55 9 4 5 4

Esplnaca total a 21 1 2 74

(hojas) sn-1 5 2 3 90

SII-2 4 36 2 56

Ancnusa sp total 3 3 72

(hojas) 311-1 5 3 90

sn-2 1 2 59

M 1: Dlstrlbuclón de ácldos grasos en galactoslld1g11cér1dos.
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BIOSIHTESIS

Los pasos finales de la biosíntesis de galactolípidos están

catalizados por galactosiltransferasas y presentan las siguientes
características:

—UDP-galactosa actúa como donor de salactosilo [134.135].

—cada reacción de galactosidación de dialicéridos.

monosalactosildiclicéridos Y digalactosildiglicéridos. está

catalizada por una enzima diferente [136-139].

- estas enzimas se encuentran localizadas en las envolturas de

los cloroplastos.

Ademásdel rol estructural asignado a los galactolipidos de

membrana. existen resultados que sugerirían que estos compuestos

cumplen roles de sustrato o de intermediarios en la biosíntesis

de ácidos grasos.

La exacta naturaleza de esta participación aún no está clara

en la mayoría de los casos. Las transformaciones que se han

observado en estudios realizados con algas [129.140]y plantas

superiores [Mi] son principalmente desaturaciones de Ciao a

Cien y luego a 0162. y de Cima hasta llegar a 0183.

Se han propuesto dos alternativas mecanísticas para esta

participación:

a) el ácido graso es modificado estructuralmente cuando todavía

está formando parte de la molécula de galactolípido.

b) el ácido graso es momentáneamente liberado. previo a la

desaturación (la cual podría ocurrir en Cl áCldOlibre O en una
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forma activada. p. eJ: éster con CoA)y luego vuelto a 1ncorporar

a la molécula de galactolípldo.

Los estudlos realizados con el alga verde Chloreua

Vulgaris [129]Y con la clanófita Anabaena Variablus [142]

1nd1carían la ocurrencia del mecanismo a).

AISLAHIENTO X PURIFICACIOH

Debido a su polarldad. los galactolípldos son fácilmente

separables de otras clases de lípldos presentes en el extracto.

Entre las técnicas tradicionalmente utilizadas para su

aislamiento encontramos:

cromatografía en columna de Sillcauel [143].eluyendo con

CHCI3(lípldos no polares). CHCl3/acetona (1:1)

(monogalactoslldlgucérldos) Y acetona

(dlgalactoslldlgllcéridos).

cromatografía en columna de Florisll [144], eluída con los

mismossolventes que en el caso anterlor. Esta técnlca

permlte una mejor ellmlnaclón de los pigmentos.

combinación de cromatografía en columna de DEAE-celulosa Y

capa preparatlva de Slllcasel [145].

cromatografía 'flash' en columna seca. slculendo la secuencla

de solventes de eluclón empleadas en este trabajo de Tesis;

se los obtiene en las fracciones eluídas con ACOEIY

AcOEt/HeOH (1:1).



La purlficaclón de los compuestos 1nd1vldua1es de las mezclas

crudas de galactolípldos se puede llevar a cabo por dos técnlcas

d1ferentes:

a) cromatografía en capa delgada de s111cagel impregnada en

¿31103.Esta técnica permlte resolver los compuestos sobre

la base del grado de 1nsaturac16n que presenten las cadenas

de ácldos grasos [146].

b) técnicas de CLAR:en general se utinzan columnas de fase

reversa. ut1llzando como eluyentes: HeOH.HeOH/Hao y

acetonitrllo/HeOH/HEO [147-149].

ELUCIDACIOH ESTRUCTURAL

La hidrólisis áclda (HCl 22 en HeOH)o alcallna (KOH42 en

HeOH)permite obtener los ácidos grasos de cada compuesto alslado

Y proceder a su Identlflcaclón por CGLo CGL-EHde sus ésteres

metíllcos.

Una vez 1dent1f1cados los ácidos grasos Presentes en la

molécula. se debe determinar a (Illé poslclón del gllcerol se

encuentra unldo cada uno de ellos. Tradicionalmente. se empleaba

para ello una hidróllsls enzlmátlca con llpasa pancreátlca

[132.150].Esta enzima hidrollza selectivamente ésteres de

alcoholes primarios. lo cual permite identificar al ácldo graso

unldo a la poslclón sn-i del glicerol.

S1n embargo. este método no es Siempre efectlvo en el caso de

los ácmos 020,5(w-3). 020,4(w-6). y A5413”. Este hecho

representaría una selectlvldad negatlva para el caso de los ácidos

grasos A5 [151.152].
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AHALISISm ESPECTROHETRIAIE M

Debido a la baja volatllldad y a 1a lablndad térmica de

estos compuestos. no es posible utlnzar CSL-EH;en su lugar se

emplea la introducción dlrecta de la muestra. Para el análisis de

mezclas de estos compuestos se puede realizar un termograma de

masa [149]. monltoreando dlsuntos rangos de 101168en funclón de

la temperatura. obtenléndose espectros de masa enriquec1dos en

las dlferentes especles moleculares.

LOSespectros de masa de mono- Y dlaalactoslldlgncéridos

brlndan 1nformac1ón no 8610sobre la identldad de los ácidos

grasos presentes en la molécula slno además sobre la poslclón

relatlva que ocupan en el esqueleto del glicerol [149,153].Los

iones más característlcos son los siguientes:

a) 10D acilo [RCOÏÏZGi. proveniente de los ácidos grasos

tanto en poslclón SII-1 COIIIOSII-2.

b) ion acnoxlmeuleno [CHe-O-C-le: Ga. formado

preferentemente por el ácido graso susutuyente en posición

SII-1.

c) ion [acllo + C3H6021f: 63

CH o T/ 2\
H0 CH-O-C-R/

CHa

gg. y: Ion Ga.

formado con el grupo acllo ubicado en posición SII-2
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d) ion aciloxi [R-C-Olf.proveniente de posiciones sn-i y

sn-E

e) iones provenientes de los hidratos de carbono:

Entre ellos podemos nombrar:

m/z: 91: gliceraldenído III/Z 355: digalactosa + CHa

m/z: 962B-furfural lll/Z 341: digalactosa

Ill/Z: 96: alcohol furfurílico III/Z179: galactosa

m/zziIO:5-metil-8-furfural m/z 164: galactosa - 0

I ——--——*G1
¡llCH2“0
I' "1
:9 ;_'

CH-O—C-R2 l craon
l H O OH

1.- -. GHZ o H
C ' o ° o”

H2 Í H0 OH m 6H [214

OH m/z 179

m/l 34!

m/l 355

Fig. li): Fragmentaciones en EH de galactolípidos.
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ANALISIS POR ESPECTROSCOPIA DE RESOHAHCIA HAGHETICA NUCLEAR

Run-in

En general estos espectros no brlndan demaslada 1nformac16n.

Presentan las siguientes característlcas [154]:

a) una zona muy compleja entre e: 3.5 Y Ó:5. orlglnada por las

señales de los hidrógenos de los hidratos de carbono Y del

gllcerol.

D) una señal muy intensa en la zona de metllenos (ó: 1.25)

C) señales de los meulos terminales (6: 0.9).

d) señales de metllenos en poslción a a carboxllo: triplete a

6: 2.3

e) señales provenientes de ácidos grasos polllnsaturados:

-CH=CH- multiplete a 6: 5 - 5.3

-CH=CH-CH2-CH=CH- multlplete a 6: 2.8

Un dato Importante que se puede Obtener en el caso de ácidos

grasos polllnsaturados es el número de insaturaclones Y de

metuenos entre 1nsaturac10nes. conslderando las áreas de estas

señales Y comparándolas con las de los metllos termlnales.

Run-130:

El ancho de las señales en los espectros de RHN-130de

mono- y d1ga1actos1ldlgl1cér1dos varía marcadamente con el

solvente. Esto refleja la estructura secundar1a de estos lípidos
en los distintos solventes.
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La aslgnación de los espectros RHN-130de este tipo de

sustancias fue llevada a cabo por Johns Y colaboradores

[155-158].

Para ello tomaron comomodelo los productos de hidróllsls

alcalina de mono- y dlgalactoslldlgllcérldos.

3-galactosll-sn-gllcerol Y 3-dlcalactosll-sn-gllcerol. En

los espectros realizados en CD30D.aslcnaron las siguientes
señales:

71.70'
103.8 I

11.3CHOH

BUCHon

F13. lg: Desplazamientos en RHN-13Cde 3-3alactosll-sn-gucerol

Y 3—9—d13alactosll-sn-gllcerol.

La señal a 103.6ppm se puede asignar inequívocamente al C-l

de un B-galactósldo. El corrimlento de 7.3 ppm a campos bajos con

respecto al C-i de B-g-galactoplranosa se debe a la presencla del
sustituyente en Esto mlsmoJustlflca el corrlmlento de 7.1 ppm

a campos bajos del C-3 del gllcerol (de 64.5 a 71.6 ppm)

-60



a-D-galactoplranosa B-g-aalactoplranosa

gg. 4_2:Desplazamientos de a y B-g-galactoplranosa.

Por comparaclón de las señales del 3-galactos11—sn—gllcerol

con las de la B-g-salactoplranosa surge claramente que la unlón es
del tipo B y las aslgnaclones de los restantes carbonos se reallza

fácilmente. quedando la única ambigüedad del 0-2 de la galactosa y

el c-a del gllcerol. cuyas as1gnaclones pueden estar

lntercambladas.

El anállsls de los espectros de mono- y

dlgalactoslldlgllcér1dos. 1nd1ca un corrlmlento de 3.3 ppm a

campos altos para el C-3 del ellcerol. el cual se debe a la

presencla del grupo ac1lo en c-a. Estos resultados se corresponden

con los corrlmlentos de 2.5 ppm observados en el C-3 del gllcerol

al comparar 1a señal de este compuesto (64.5 ppm) con la

correspondlente al C-3 de nexadecanoílgllcerol (62.0 ppm).

Las señales correspondientes a los carbonos de las cadenas de

ácldo graso. son en general colncldentes con las de los ácldos

llbres [159].Se observa un corrlmlento a campos altos de 6 ppm.

en el carbono CáPDOXÍllCOdebldo a la esterlflcaclón.
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Asimismose observa la presencia de dos señales de éster. lo

que 1nd1caría la no equlvalencla de los dos grupos acllo. aún en

el caso de corresponder al mismo ácldo graso.

La señal a campos altos (173.9ppm) es asignada tentauvamente

al carbono carboxílico unido a la posición SII-2 del gllcerol.

ya que esta cadena es la que experimenta un mayor número de

interacciones estérlcas.

Una no-equlvalenc1a slmuar se observa en las señales del

carbono vecino al carboxíllco en la cadena de ácido graso. aunque

esta dlferenc1a (0.1 ppm) es menor que en el caso de los carbonos

carboxíncos.

La primera asignaclón total de un espectro de un

monogalactoslldlgncérldo fue la del

Liz-dl—g—[(92.12z.152.)-octadeca—9.12.15—tr1enoll-3-B-g-galactosll—

sn-gncerol. efectuada por Johns Y colaboradores [156].

34.5_ N (CH¡)3\/\=—J\_-=/\:='/\
O
2

113 26_1 26.2 21.1
20.0)Q z CH _ __ _ “la

( 2 3 04 130.7 128.5 1283 128.8 121.8 132.3

v 113,

63.7CH20¿8_
25.6 3

F13. 43: Aslgnaclones en RHN-130de monogalactoslldlgllcérldo.
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En el caso de los digalactoslldlgllcérldos. se observa también

una diferencla de 0.4 ppm en los desplazamientos de los carbonos

carboxíllcos lo cual 1nd1caría tamblén una no-equlvalencia de las

cadenas de ácldo graso. Las demás señales corresponden a lo

observado en los espectros descriptos anterlormente.

En el caso de 1.2—d1—Q—[(9Z.iaz.isz)-octadeca-9.12.15—tr1enoll]

-3—Q—dlgalactosll-sn-sllcerol.corresponderían las siguientes

asignaciones:

nu l 2 u (a. ) 21.3 zu 262 zu".9- mw
a 25.6 

03.6CHzo-fi W (CH?)3

F13. fi: Aslgnaclones en RHN-130de un dlgalactoslldlgllcérldo.

Johns y colaboradores [156]observaron aslmlsmo que los

desplazamlentos de los carbonos correspond1entes al glicerol y a

la porción de hidratos de carbono de la molécula eran los mismos
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independientemente de los ácidos grasos sustituyentes en las

posiciones sn-l y SII-2 del glicerol.

El cambio de solvente produce un ensanchamiento de las

señales. En el caso de CDCl3.las señales son notoriamente mas

anchas que en CD3OD.En el caso de los disalactosildiglicéridos.

al realizar los espectros en D20 los ensanchamientos son aún

mayores. Esto indicaría que ciertas porciones de la molécula (la

porción de hidratos de carbono Y el glicerol) presentan

restricciones de movimiento.lo cual estaría revelando propiedades

de la estructura secundaria. de micela invertida. de la molécula.

Esto surge claramente de los valores de los tiempos de relajación

de estos carbonos [156].

HGDG‘CDQCE) HGDG‘CDCIS) DGDG‘Cng) DGDG[CDCL3) DGDGgDaQ)

T¡(S) 03030.03 0.04-0.05 CAS-0.20 0.03-0.04 C. 0.06

VMHZ) C. 3 C. 9 C. 5 C. 20 16 - 40

HGDG:monogalactosildiglicéridos.

DGDG:diga lactosildiglicéridos.

Tabla g: Tiempos de relajación Y anchos [000.108de banda en espectros

RHN-13€de galactolípidos realizados en distintos solventes.

La comparación de los valores indicados en la tabla anterior.

indica la ventaja de realizar los espectros de galactosildiglicéridos

en CD3OD.En el caso de galactosildiglicéridos peracetilados el

ancho de las señales disminuye notablemente. incluso en espectros

realizados en CDCl3.



DESCRIPCION DE LA
LABOR REALIZADA



El procedimiento de extracción del material vegetal. y el

procesamiento posterior de los extractos crudos fue similar en

las tres especies estudiadas (ver parte experimental).

FRACCIONAMIENTO D_Elfi. EXTRACTOS CRUDOS

El fraccionamiento de estos extractos. se efectuó por la

técnica de cromatografía 'flasn' en columna seca ("dry column

flash chromatograpny'mGO] (ver parte experimental).

Esta técnica permite un fraccionamiento rápido y efectivo de

extractos y mezclas complejas y es utilizable incluso para

realizar separaciones cromatográficas de compuestos cuyas

diferencias en r.f. sean hasta de 0.2.

Se colectaron las siguientes fracciones:

FRACCION SOLVEHTE

i éter de petróleo

2 éter de petróleo / acetato de etilo (99:1)

3 éter de petróleo / acetato de etilo (95:5)

4 éter de petróleo / acetato de etilo (90:10)

5 éter de petróleo / acetato de etilo (80:20)

6 éter de petróleo / acetato de etilo (70:30)

7 éter de petróleo / acetato de etilo (60:40)

6 éter de petróleo / acetato de etilo (50:50)

9 acetato de etilo / éter de petróleo (60:40)

10 acetato de etilo / éter de petróleo (70:30)

ii acetato de etilo / éter de petróleo (60:20)

-65



12 acetato de etilo / éter de petróleo (90:10)

13 acetato de etilo

14 acetato de etilo / metanol (90:10)

15 metanol

En este capítulo se describirá el trabajo realizado Y 105

compuestos obtenidos en cada fracción. en forma paralela para las

tres CSPCCICSestudiadas.

ANALISISpg ¡A ¡Mg! g

Esta fracción. eluída con éter de petróleo. presentaba una

coloración roja intensa. debida a la presencia de compuestos

carotenoides. El análisis por c.c.d. reveló el mismo perfil

cromatográfico en las tres especies estudiadas.

Por cromatografía 'flash' en columna de silicagel. se

obtuvieron tres subfracciones: i_a.i_by i_c.

Subfracción i_a: Se obtuvo como un sólido blanco y amorfo.

Por c.c.d. de sílica se obserVó una mancha cuyo r.f. coincidía

con el frente del solvente. aún con ciclonexano y reveló de color

marrón con ¡{2804 507..El análisis de sus espectros IR Y

RHN-1B,indicó la presencia de hidrocarburos lineales

saturados. El análisis por CGLy CGL-EH,reveló la presencia de

un compuesto prácticamente puro (I). el cual fue identificado

comon-heptadecano por comparación contra compuestos patrón.
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En el anállsls por CGL-EHde estas subfracclones tamblén se

detectaron trazas de n-pentadecano y azufre en las tres especles
estudladas.

Subfracclón 1_b:Presentó el aspecto de un acelte 1ncoloro. de

olor característlco. Por c.c.d. de síllca se observó una sola

mancha que reveló de color marrón vloláceo con ¡{2804 501. El

anállsls por CGLde la misma Indicó la presencia de un ünlco

compuesto (II). cuyo espectro IR era característico de un

nldrocarburo lnsaturado. con dobles enlaces no conJugados.

El espectro RHN-1111ndlcó la presencia de dobles enlaces

(5.10ppm. señal ancha) y de grupos metllo unidos a dobles

enlaces. típlco para una estructura 1soprénlca acícllca.

El espectro de masa del compuesto II presentó un lon

molecular H1: 410 (122)y suceslvas pérdldas de 69 u.m.a.: m/z

341 (MÍ-69. 77.); m/z 272 (In/z 341-69. 15%);m/z 203 (m/z

272-69. 212);m/z 69 (100 Z). Estos datos permltleron confirmar

la presencla de una estructura trlterpénlca llneal de fórmula

molecular 0301150.con sels 1nsaturaclones.

La comparaclón de los datos obtenldos de los espectros

RHN-1B.RNE-BCy EH con datos de literatura permitieron

identlficar el compuesto II comoescualeno. lo cual fue

confirmado por comparaclón de su t.r. en CGLcon el de un

compuesto patrón.

Subfracclón 1_c:Presentó cr1stales de un color roJo 1ntenso. El

anállsls por c.c.d. de síllca mostró una mancha de color roJo

1ntenso. la cual reveló de C0101"32111con “2304 50 Z en ÍPÏO.
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El anállsls por CLARpermltló comprobar que era un compuesto

ünlco (III). el cual fue caracterlzado comoun carotenolde por su

espectro RHN-1K.Este espectro presentó además las slgulentes

característlcas:

—sólo tres singuletes correspondlentes a grupos metllo.

[1.05 ppm (12 H), 1.73 ppm (GH). Y 1.99 PPI]! (12 HH. Estos

datos 1nd1caban una estructura de carotenolde slmétrlco.

—ausencla de señales entre 2 —6 ppm. lo cual permltló

descartar la presencla de grupos funclonales oxigenados en la

molécula. y grupos termlnales con nldrógenos olefinlcos (por

ejemplo grupos con A4).ya que estas señales aparecerían

a 6 < 6.

Por otra parte, el espectro RHN-HCdel compuesto III

presentó sólo 18 señales en lugar de las 40 esperables. lo cual
confirmó la estructura de carotenolde slmétrlco.

El EH del compuesto III indicó: l": 536. correspondiente a

una fórmula molecular C40H56.

Por comparación de las señales de los grupos metllo en

RHN-ÍHcon las 1nformadas en llteratura [99] para los grupos

terminales indicados en el esquema. surgió claramente

2 0| 5_1o 5.95 6,25H

B) e) x)

Flg. l}_5:Desplazamlentos químicos de grupos termlnales de

carotenos.
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que el compuesto III presentaba grupos terminales del upo B) y

POP lO tanto fue 1dent1ficado COIIIO6.8-caroteno.

\\\\\\\\\
F13. l_}_6:Compuesto III: B.B-caroteno.

--lql¡l r'IiIl'l

47: Espectro RHN-¡H III (B.B—caroteno).F18. del compuesto
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'l+
\\\\\\\\\

[m/l 5363*
41007.,

CH '2

[rn/1 399].lH'/.) I’m/l 456]?|7'/_u

4: -C12H14\ \ \ \ \ \ 1

[m/z 444]"ï61m l 1'\ \ \ \ \ \ .I

[rn/1 430]?“17') [mn 37g]!«|7ï.¡

F13. 19: Fragmentaclones del EH del compuesto III.
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FRACCIONES g z g:

Estas fracciones fueron eluídas con éter de petróleo/acetato

de etilo (99:1)y (95:5).respectivamente.

El análisis por c.c.d. y comparación con patrones indicó que

ambas fracciones estaban compuestas por ceras en las tres

especies Y no interesó estudiarlas para el presente trabajo.

ANALISIS IE ¿A FRACCION l_l:

Esta fracción fue eluída con éter de petróleo/acetato de

etilo (90:10).El análisis por c.c.d. indicó que estaba

constituida principalmente por ceras. pero además se detectó una

mancha de menor r.f.. la cual reveló de color gris oscuro con

¡{2804502. Este perfil cromatográfico de la fracción 4 se

observó en las tres especies de algas estudiadas.

Por cromatografía en columna de silicagel H de la fracción 4

se obtuvieron dos subfracciones: 53 y IQ. La subfracción lg

estaba compuesta por ceras y no fue estudiada.

La subfracción 4_bera un aceite amarillento. cuyo espectro

RHN-1}!presentaba las siguientes características:

- una señal ancha centrada a.5.3 ppm y otra centrada a 2.6 ppm.
Dichas señales indicaban la presencia de dobles enlaces

separados por grupos metileno.

- un cuarteto centrado a 4.15 ppm (J : 7 Hz). indicativo de la

presencia de un grupo etoxilo.

—un triplete ancho a 2.06 ppm (J : 7 Hz). indicativo de un grupo

—CH2-CHI2—COOR.
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El espectro IR de la subfracclón 4Q. presentó una banda

caracterísnca a ¡7:1730 cm‘i. 1nd1cat1va de un grupo

éster y las bandas correspond1entes a dobles enlaces no

conJugados.

El análisis por CGL-EHde la subfracción fl. reveló la

presencia de un compuesto mayorltarlo (IV).cuyo espectro de

masa era simllar al de un éster del ácido elcosapentaenolco

(EPA)(020,5. u-3). El 1on m: 330. permitió Identificar

el compuesto IV como elcosapentanoato de etno. Este compuesto.

se descomponía rápidamente aún conservado a bajas temperaturas.

transformándose en un Jarabe amarillo.

WVWWwa
F15. 49: Compuesto IV.

ANALISIS D_Eu FRACCION g:

Esta fracción fue eluída CODéter de petróleo/acetato de

etno (60:20)y el análisis por c.c.d. de la misma indicó la

presencla de dos manchas principales. La de mayor I‘.f., reveló

de color marrón rojizo con 113804502 y la de menor r.f.. por

sus característlcas (forma de uña que se redondeaba al agregar
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una gota de ácido acético al solvente de desarrollo) y por

comparación con testigos pareció corresponder a una mezcla de

ácidos grasos.

Este perfil cromatográfico de la fracción Q se encontró en las

tres algas estudiadas. Por cromatografía en columna de silicagel H.

se separaron dos subfracciones: 5_ay 5_b.

Subfracción 5_a:Fue purificada por cromatografía en columna de

silicagel H. aislándose el producto principal (compuesto V). como

un aceite incoloro. Los compuestos minoritarios de esta subfracción

se encontraban en cantidades demasiado pequeñas comopara proceder

a su identificación.

El espectro IR del compuesto V. indicó la presencia de un

alcohol primario (bandas a 5: 3500 y 1020 cm‘i) con dobles

enlaces no conJugados.

El espectro RHN-¡Hde este compuesto. indicó la presencia de

un grupo hidroximetileno alílico (4.15 ppm. d. EH, J: 7 Hz) y un

grupo metilo en posición vinílica a doble enlace (1.68 ppm. s. SH).

El espectro de masa indicó un ion ¡”2294. Este ion podía

corresponder a una fórmula molecular 02011380característica de

un alcohol diterpénico. Por comparación con datos de literatura.

el compuesto V fue identificado comotrans-fito].

Una de las principales diferencias espectroscópicas entre el

cls- y trans- fitol. es el desplazamiento químico en

RHN-illde las señales correspondientes al grupo hidroximetileno

alílico. Este grupo aparece como un doblete a l¡.15 ppm (J: 7 Hz) en

el caso del isómero trans y a 4.45 ppm (J: 7 Hz) en el caso del

isómero ¿'13 [161].
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En el caso del compuesto V. los espectros tanto RHN-¡Hcomo

RHN-13€indicaron únicamente la presencia dEl isómero trans.

WCHZOH
trans-fuel ‘V'

cls-fltol

CH20H
m. 5_o:c13- y trans-fltol.

I H

wm .,______, MMA-
w o. . ar . A1 n 46+ I s 1 L‘ 4 I uña; n ‘n . T 8

F13. g: Espectro RHN-1}!del compuesto V (trans-fuel).
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Sub-fracción 5_b: Su análisis indicó que estaba consutuída

por ácldos grasos llbres. los cuales fueron analizados

conjuntamente con los de las fracciones g. 1 y g.

ANALISIS ¡la L_A FRACCION g

Esta fracción fue eluída CODéter de petróleo/acetato de

etno (70:30) y el anáns1s por c.c.d. y comparac1ón con

compuestospatrón indicó que estaba constituida por esteroles.

ácldos grasos libres Y clorofilas.

Se efectuó el subfracclonamlento por cromatografía 'flasn' en

columna de slllcagel, obtenléndose las mezclas crudas de áCidOS

grasos libres Y de esteroles.

Anállsls (E lo_sácidos ¡Pasos llbres:

Los ácidos grasos libres de la subfracclón 5_DY los alslados

de las fracciones Q.Z Y Q fueron reunidos en una fracclón de

ácidos grasos libres totales. Una alícuota de esta fracclón fue

metllada con CH2H2.según la técn1ca descripta en la Parte

Experlmental. La mezcla de ésteres metíl1cos fue analizada por

CGLY comparada CODtestigos de ácidos grasos saturados e

1nsaturados.

El perfil cromatográflco observado en CGLfue similar para

las tres especies estudladas.



Acido graso 7_.Q offlcmaus 7_.g. elongata 7_.Jan1a ¿2.

C151) 61.2 64.6 59.1

C18“ 14.3 15.1 16.3

C30¿5w-3 7.0 7.3 6.6

caoth-G 5.9 6.0 6.6

0163 5.1 3.1 3.2

Ciazo 3.3 2.0 3.1

C14¡0 2.6 1.1 2.6

CIS:0 0.6 0.6 0.9

Tabla g ZDlstrlbuclón de 5610.08grasos libres en las tres especies

estudiadas.

C1e=o

F13. g: CGL de los

ésteres metíllcos de 108

áCldOSgrasos libres de

Jania SP..

columna capllar 819-2340

temp: 1604 235 ‘C; 10 .C/mln



Análisis d_el_a mezcla d_eesteroles libres:

Los esteroles libres. aislados de las fracciones 9, Z y Q

fueron reunidos comofracción de esteroles libres totales. ya que

por c.c.d. no se observaban diferencias entre ellos y por lo

tanto fueron estudiados en conjunto.

El análisis por CGLde las mezclas esteroidales indicó un

mismoperfil cromatográfico para las tres especies estudiadas. En

los tres casos se detectó la presencia de colesterol (VI) como

componente mayoritario. en porcentajes superiores al 90 Z y la

presencia de los mismoscomponentes minoritarios en las tres

especies. en porcentajes menores al 2 7..

Las mezclas crudas de esteroles fueron fraccionadas en los

tres casos por CLAR.utilizando columnas (ie-fase reversa Rp-ia.

y metanol como eluyente. En algunos casos se utilizó una mezcla

ternaria : acetonitrilo/acetato de etilo/metanol (2:2:1).para

favorecer la disolución de los esteroles en el solvente de

IDYGCCIÓH.

De acuerdo al cromatograma obtenido por CLAR.similar en los

tres casos. se colectaron 7 fracciones: A.B,C.D.E.Fy G. El

análisis por c.c.d. de estas fracciones indicó que las

fracciones A y G eran mezclas muy compleJas que no contenían

esteroles y dado que la cantidad aislada era muy pequeña. no se

procedió a su análisis.

El análisis por CGLde la fracción E (mayoritaria) permitió

comprobar que estaba compuesta sólamente por colesterol (VI).

identificado por sus espectros RHN-1“Y EH.



F15. g: CLAR de las

mezclas crudas de esteroles

de las tres especles

estudiadas. Y las

fracc1ones colectadas.

COL: Alltech R Sll C-iG

500 mm X 10 mm: SV: HeOH:

g A ¿BicÉDÉ E EF; a ml/mln

VI

XÏ
F':

Flg. a}: CGLde la mezcla cruda de esteroles llbres de

C. officinalis. similar al obtenido de C. elongata y

Jaula SP. Columna capilar ¡IP-5: lsotérmica. T2260 'C
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Los componentes de las restantes fracciones fueron

caracterlzados por EHy comparaclón de sus t.r.r. (relanvos al

colesterol) en CGLcon los de patrones auténtlcos.

Análisis g l_afracción g:

El componente pr1nc1pa1 de la fracc1ón B. compuesto VII.

presentó en EH un ion H? 370 y los iones m/z 355 (Hf-CH3).

m/z 352 (Hf-H20). Además de ellos. los iones m/z 300. m/z 273.

m/z 271 y m/z 255. fueron 1nd1cat1vos de un esterol con núcleo

1nsaturado en pos1c16n 5 [162].y cadena lateral 1nsaturada

(A 33) [163.164].Los datos reun1dos permitieron identificar

el compuesto VII como a4-a0r-22-trans-colesta-5.22-d1en—38-ol.

Los componentes mlnorltarlos de esta fracc1ón fueron

analizados en las fracciones slaulentes.

0
VII H

F13. 5_6:Compuesto VI.

\
F13. QE}:CGL de la fracclón B.

condiciones: ver F13. 51}(pág. 78)

HO

F13. fl: compuesto VII.
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Análisis gg l_afracclón g:

El análisis POPCGLde esta fracción permnló detectar cuatro

componentes mayorltarlos. de tJ‘J‘. (relat. COICSÍCI‘OI).0.71.

0.93. 1.08, Y 1.23 respectivamente.

VIII
Fu. 92: Compuesto VIII.

LM H0
Fu. 6_0:Compuesto Ix.

F13. 5_8:CGL de la fracclón C.

condlclones: ver F18. 54. pág. 78

H0
Flfl. Q: Compuesto X.

El compuesto de menor LI‘J‘. fue 1dent1f1cado como VII POP

CGL-EHY el de t.r.r. 0.93 fue identificado como

22-trans-colesta-5,22—d1en—3—6—ol(VIII) (aa-denldrocolesterol)

POP Cl mismo método.

-80



El EH de este compuesto presentó los iones m/z 384 (HÍ).

m/z 369 (H'f- CH3). m/z 366 (MÍ-HQO). m/z 351 (H?—CH3—H20).

Además se observaban los iones m/z 300 y m/z 255. indicativos de

un núcleo esteroidal insaturado en posición 5. y una cadena lateral

insaturada en 0-22 o 0-24. En particular 1a baJa abundancia del ion

m/z 271,permitió descartar la posibilidad de un doble enlace en

posición 24 [165].

El EH del compuesto de t.r.r. 1.06permitió identificarlo

como colesta-5.a4—dien—3—B-ol(IX) (desmosterol). En este caso.

además del ion H? 384. la presencia del ion m/z 271 como pico

base del espectro resultó concluyente para asignar una estructura

con doble enlace en posición 24 [165].

El compuesto de mayor t.r.r. de esta fracción fue

identificado por CGL-EHcomo all-meti]—colesta-5.24(26)—dien-3-B-ol

(24-metilencolesterol) (X).En este caso. los iones m/z 396 (HT),

m/z 314 (1002)y m/z 271. resultaron claves para la asignación de

la estructura. En particular. el ion m/z 314 pico base del espectro

permitió asignar el doble enlace en Posición 24(28) [166].

Análisis d_e l_a fracción ]_):

Esta fracción estaba compuesta por un producto principal.

colesterol (VI).y tres compuestos minoritarios. entre los que se

identificaron por CGL-EHlos compuestos VIII. X y uno de

t.r.r. 1.16.el cual fue caracterizado como

22-trans-24-metilcolesta —5.82—dien-3-B-ol(XI) (brassicasterol)

[162].
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x. HO

VIII Fig. (El: Compuesto XI¿dj
F15. 6_2:CGL de la fracción D.

condiciones: ver F18. 54, pág. 78

Análisis d_e l_a fracción E:

Esta fracción estaba constituida por más de un 90 7.de

colesterol (VI). y otros componentes en muy baja proporción. Se

subfraccionó por CLAR.utilizando una columna Rp-la de alta

resolución (Altex Ultrasphere). obteniéndose dos subfracciones:

fl Y La.

La subfracción fi estaba constituida por colesterol (VI)y

en la sub-fracción E se pudieron identificar por CGL-EHlos

siguientes compuestos:

Elle-metilcolest-5-en-3-B-ol (campesterol) (XII)

Elle-metil-5a-colestan-3-6-ol (campestanol) (XIII)

24- trans-all-etilcolesta-S. 24(28)—dien—3—B-ol(fucosterol) (XIV)

24g-etilcolest-S-en-3-B-ol (B-sitosterol) (XV)
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X

L4 “1"

F13. 6_4:CGL de la fracclón E F13. 6_5:CGL de la fracclón FE.fi fi
H0 XII XIV

HOWHow

condiciones: ver F18. 54, pág. 76

XIII

F13. (E: Compuestos XII. XIII. XIV Y XV.
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El EH del compuesto XII presentó un lon molecular H? 400

como pico base del espectro. pérdidas de CH3 y Hao (m/z 365 y

m/z 382 respecuvamente) y fragmentaclones características de

esteroles con cadena lateral saturada (ln/z 315.m/z 273. m/z 255

Y m/z 231) [162].

El EH del compuesto XIII presentó H? 402 y la pérdida de

CH3 (In/z 367). La presencia de los iones m/z 275. m/z 233 y

m/z 234 y la ausencia de pérdlda de agua a partir del H?

permltló caracterlzarlo como un estanol [162].El compuesto XIII

es el ünlco estanol detectado en las tres especles estudladas.

El compuesto XIV presente a nlvel de trazas. mostró en su EH.

además de H? 412. las fragmentaciones características de

esteroles con doble enlace 24(26): m/z 314 (100 Z). m/z 296.

In/z 271 [166].

El compuesto XV.B-sltosterol. fue Identificado además de por

sus fragmentaclones en EH. por comparación de su t.r.r. en CGL

con el de un compuesto patrón. En este caso resultaron de valor

diagnóstico los iones H? 414. m/z 399. m/z 396. m/z 381 y

m/z 303 [162].



HO‘ HO'
Núcleo i Núcleo 2
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COMPUESTO

VI colest-S-en-BB-ol

IX colesta-5.24—d1en—38-ol

VIII 82-trans-colesta-5.22-d1en

38-01

X 24—metllcolesta-5.24(26)—d1en

38-01

VII all-nor-colesta—5.22-d1en-36-ol

XV 24-eetllcolest-5—en—36—ol

XI 22-trans-24g-met11colesta

5.22-d1en-3B-ol

XII 24-e—met1lcolest-S-en-3B-ol

XIII 24-e-met11—5a—colestan-3B-ol

XIV 24-!rans-24-et11colesta

5.24(26)—d1en-38—ol

LI‘J‘J tlempo de retenclón en CGLrelatlvo

7.0.0.: Z en Corauina offlclnafls.

ZC.e.ZZ en Coraluna elongata.

ZJ. ZZ en Jania SP.

tr. 2 trazas.

Tabla g:
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Composlclón esteroldal de las espec1es

tJ‘J‘.

u_> 1.00

1Q 1.06

lg 0.93

ig 1.23

1g 0.71

n_1 1.46

1; 1.16

ig 1.22

ag 1.31

11 1.40

ZC.O

95.6

1.0

0.9

0.7

0.2

0.5

0.6

0.5

tl‘.

tl".

al colesterol.

estudladas.

ZC.e

95.3

0.6

0.8

0.2

tr.

IP.

ZJ.

93.3

1.3

0.8

0.3

0.3

tI‘.



ANALISIS D_EQ FRACCION 1:

Esta fracclón. eluída con éter de petróleo/acetato de etllo

(60:40).estaba constituida comola fracción g. prlnclpalmente por

ácldos grasos y esteroles que fueron purlflcados y analizados

conjuntamente con los de la fracclón anterlor.

En el caso de Coraluna off1c1nal1s y Cora111na elongata

se detectaron en los productos alslados de ejemplares obtenidos en

clertas épocas del año. una serle de compuestos fenóllcos.

En un extracto de C. off1c1na11s recolectada a fines del mes

de mayo. se observó por c.c.d. de esta fracclón. la presencia de

una mancha de nf. menor que el correspondlente a esteroles y que

reveló de color violeta con ¡{2304 507..Esta sustancia fue

aislada por cromatografía en columna de slllcagel H y el anállsls

por c.c.d. 1nd1có que era una mezcla con uno de sus componentes

mayoritarlo. Tanto este compuesto comovarlos de los m1nor1tarlos

revelaron de color vloleta con FeCl3 EZen etanol. 1nd1cando una

probable estructura fenóllca para los mlsmos.

Por cromatografía en capa preparatlva se purlflcó el componente

pr1nc1pa1 (XVI).El espectro IR de este compuesto 1nd1có una

probable estructura de aldehído fenóllco p-sustltuído. El espectro

RHN-1Bdel compuesto XVI presentó en la zona de campos bajos el

perfil característico de un slstema AA'BB'y un slngulete a

9.90 ppm. 1nd1cat1vo de un grupo aldehído.

El espectro de masa de este compuesto permltló confirmar

que era p-hldroxlbenzaldehído.
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+
CHO t C20

-H' -CO -CO
—'0 —’ [In/z 93]*—-o[m/z (55]+

(63X) (547-)

OH OH

m/z 122 (777.) m/z 121 (100%)

F18. 6_7:Espectro de masa del compuesto XVI.

La cromatografía en capa preparativa permitió eluir. además

del compuesto XVI. tres bandas. A. B y C que contenían los

compuestos fenólicos minoritarios. Dada la baja cantidad obtenida

de estas mezclas de compuestos fenólicos y la complejidad de las

mismas. tal como se comprobó por CGL.sólo se pudo efectuar el

análisis de estos compuestos por CGL-EH.

El análisis por CGL-EHde los compuestos de la banda A.

permitió identificar además del compuesto XVI.un derivado

nalogenado de este último (XVII).El espectro de masa de XVII

evidenció la presencia de un átomo de bromo. por la distribución

isotópica en la zona del ion molecular. Se observó el ion

H? 200 (73 7.) y su correspondiente (HÏH?) 202 (66 7.). Esta

distribución isotópica se observó también en los iones (Hi-1).

[In/z 199 (99 7.) y m/z 201 (100 2)] y en los iones (nt-29).

[m/z 171 (16 7.) Y m/z 173 (16 2)]. los cuales eran indicativos de

una estructura de aldehído fenólico bromado. Se observó además el

ion m/z 121(6 7.).correspondiente a la pérdida de Br-.

característico de compuestos fenólicos de siete átomos de

carbono.
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La presencla del ion m/z 92 (17 Z) fue 1nd1cat1va de un

compuesto fenóuco dlsustltuído. lo cual permltlo asegurar que el

bromo se encontraba directamente unldo al an1llo aromátlco. Ho

fue poslhle determlnar con los datos del espectro de masa las

poslclones relatlvas de los tres sustituyentes en el anlllo
aromático. Sobre la base de conslderaclones bloslnténcas

[167,166].se ublcaron el grupo hidroxllo y el grupo aldehído en

poslclones i y 4 respectivamente. tenlendo en cuenta que se había

identificado p-hldroxlbenzaldehído en la mlama fracción. El átomo

de bromo fue aslgnado en poslclón 3. teniendo en cuenta que en

todos los C-7 fenoles halogenados de or1gen marino Informador.

hasta el momento.el átomo de halógeno se encuentra en esta

poslclón [47]. Por lo tanto sobre la base de estos datos. se

1dent1f1có tentativamente al compuesto XVII como

3-Dromo-4-hldroxlbenzaldehído

+ +
CHO ' CEO

-H' -CO, [In/z 1'71]+(16) .Br' [rn/z 1211?— — _.
Br B, [m/z 1731* (16) (e)

OH OH

¡(VII

m/z zoo (73) m/z 199 (99)

m/z 202 (se) m/z 201 (100)

Flfl. 6_8:Espectro de masa del compuesto XVII.
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La pequeña cantidad en que fue aislado no permitió la

confirmación de la estructura propuesta por otras técnicas

espectroscópicas. Se demostró [167.168]que este compuesto es ei

intermediario siguiente al p-hidroxibenzaldehído en la

biosíntesis de lanosol. compuesto que ha sido detectado en

C. Officinalis (ver discusión).

En el cromatograma de CGL-EHde los compuestos de la banda B.

se detectó además del compuesto XVII. otro producto (XVIII).cuyo

EH evidenciaba la presencia de un átomo de cloro UH: 156 (74 7.);

158 (24 2)]. El resto del EH del compuesto XVIII presentó gran

similitud con el del compuesto XVII: (nf-1) [m/z 157 (36 Z).

m/z 155 (100 2)]; (MÍ-29) [In/z 129 (7 Z). m/z 127 (19 2)];

[m/z 101 (6 7.). m/z 99 (19 2)]; m/z 65 (19 Z). Estos iones

indicaban una estructura de aidehído fenólico clorado. Por analogía

con XVIIse caracterizó tentativamente al compuesto XVIII como

3-cloro-4—hidroxibenza1dehído.Esta estructura no pudo ser

confirmada debido a que este compuesto se encontraba presente como

traza.

O

CHO t CEO

-H' -C0[m/z 1271*(19) -c0 [m/z 99mm)— d —
CI l [m/z 129]*(7) [m/z 1011*(6)

OH OH
xvm 'CI.

m/z 156 (74) m/z 155 (100)

m/z 156 (24) lll/Z 157 (36) [In/z 911W?) [m/z 65]"(19)

F18. 6__9:espectro de masa del compuesto XVII.
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El análisis por CGL-EHde los compuestos de la banda C

oermitió detectar. además del compuesto XVIII.otros dos

productos fenólicos que fueron identificados comoácido

p-hldroxifenilglioxílico (XIX)Y ácido p-hidroxifenilpirüvico

(XX).

Las fragmentaciones observadas en el EH del compuesto XIX.

permitieron caracterizarlo comoun ácido hidroxifenilglioxílico.

Asimismo. el espectro EH del compuesto xx. permitió

caracterizarlo comoun ácido hidroxifenilpirúvico. La asignación

del grupo hidroxilo en posición para. se debe a que ha sido

demostrado que estos compuestos son intermediarios en la

biosíntesis de p-hidroxibenzaldehído a partir de tirosina [167]

(ver cap. discusión).

0 "lt ‘lu

-CO—
OHW OH

m/z 166 (72) m/z 136 (100)

9 t +
‘CO c-H CO

[C6H50]+

m/z 122 (72) m/z 121 (86) m/z 65 (91)

F18. E: Espectro de masa del compuesto XIX.
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0 + +

CHz-b-COZH H2“CEO H2 1

-C02H 'CO

o” H H
XX

mSz 1250 (66) m/z 125 (1) m/z iO'Ï (100)

-CH2=co

[CÓHSOP m/z 93 (63)

Fig. 7_l:Espectro de masa del compuesto xx.

En extractos de C. officinaus colectadas durante otras

épocas del año se observó una variación en -el contenido de

compuestos fenólicos. En plantas colectadas en el mes de marzo

sólo se detectó el compuesto XVI como único derivado fenólico.

mientras que en el mes de diciembre. XVIestaba presente a nivel

de trazas.

En el caso de C. elongata. en el extracto de una cosecha

efectuada en el mes de abril. se pudo identificar el compuesto

XVIy trazas del compuesto XVII.mientras que en extractos de

material colectado en el mes de marzo solo se pudieron detectar

trazas del compuesto XVI.

En el caso de Jania sp. el material vegetal fue

recolectado en el mes de diciembre y no se detectaron compuestos

fenólicos. Estos resultados parecerían sugerir una variación

estacional en la producción de compuestos fenólicos (ver cap.

discusión).



ANALISISIE LAM g:

El análisis por c.c.d. de la fracción g. eluída con éter de

petróleo/acetato de etilo (50:50),indicó la presencia de

clorofilas. trazas de ácidos grasos. esteroles y un compuesto de

color anaranjado. que reveló de color violeta con Hasoq 50 7..

La purificación de esta fracción por cromatografía en columna

de silicagel H. permitió obtener una fracción enriquecida en

carotenoides. Los ácidos grasos y esteroles fueron analizados

conjuntamente con los obtenidos en las fracciones anteriores.

La separación de carotenoides y clorofilas resultó sumamente

difícil de efectuar por cromatografía en columna de sílica.

Teniendo en cuenta la labilidad de ciertos carotenoides se intentó

la purificación mediante la técnica de permeación por geles de

Sephadex LH-20. utilizando metanol como solvente. La separación de

las bandas conteniendo los distintos componentes se efectuó

teniendo en cuenta la coloración característica de los mismos y

luego de sucesivas permeaciones fueron eliminadas totalmente las

clorofilas.

La purificación final de esta fracción se llevó a cabo por

CLARobteniéndose un carotenoide puro XXI.identificado como

zeaxantina. Este compuesto se detectó en las tres especies

estudiadas.

Su espectro RHN-¡Hpresentó las siguientes características:

- tres singuletes a campos altos. debidos a los grupos metilo.

10cual indicaba una estructura de carotenoide simétrico.
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- señal ancha centrada a 4.01 ppm. que Integraba para dos

hldrógenos. indicando la presencla poslble de dos grupos

3-8-h1droxllo.

ausencia de señales entre 5 Y 6 ppm. 10 cual permitió descartar

la presencia de dobles enlaces en poslclón 4.

- slngulete a 1.74 ppm. que integraba para sels hidrógenos. que

podría corresponder a metilos unidos a dobles enlaces en

posición 5.

-' el conjunto de señales a campos bajos era slmllar a las del

B.B—caroteno.10 cual 1nd1caba la presencia de una cadena

pollénlca todo-trans [99].

OH\\\\\\\\\
H0

F13. 7_2:Compuesto XXI (zeaxantlna).

El EH mostró muy pocas fragmentaclones relevantes. Tanto el

Ion molecular (H? 568) como los lones ¡tlf-92 (In/z 476) y

¡if-106 (m/z 462) eran de baja abundancia. Se observó la

presencia de un lon m/z 550. correspond1ente a la pérdlda de

HBO.



ALI,

¡'iIII

80mm)

Flg. E: Espectro RHN-1}!del compuesto XXI.

ANALISIS DE LAS FRACCIONES 9 z Q:

Estas fracciones fueron eluídas C0!)éter de petróleo/acetato

de etllo (40:60) y (30:70)respectlvamente. Dado que el anállsls

por c.c.d. reveló una composlclón slmllar para ambas fracclones,

fueron anallzadaa de manera conjunta. Presentaron además de

clorofllas. una serle de carotenoldes polares del tlpo de las

xantlnas. Estos compuestos. de coloraclón roJa. amarllla o

anaranjada. revelaron de color azul o vloláceo con ¡{3804502.

Dada la labllldad de estos compuestos frente a la síllca. se

los purlficó por permeaclón por geles de Sephadex LH-ao. de la

misma forma que Cl compuesto XXI.
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Las distintas bandas eluídas fueron monltoreadas por c.c.d..

comprobándose una buena separaclón de carotenolaes y clorofllas.

Se obtuvleron dlstlntas bandas de plcmentos verdes que fueron

descartadas. una fracclón enrlqueclda en compuestos que revelaron

de color marrón con ¡{3804507.(subfracclbn M) y otra

enrlqueclda en carotenoldes (subfracclón 2429).

La purificación final de los componentesde estas

subfracclones se reallzó por CLAR.utlllzando columnas de fase

reversa ¡ip-18.Loscompuestosidentlflcados en M y M
fueron detectados en las tres especies estudladas. aunque no en
las mismas cantldades.

Análisis g: l_asubfracclón 9¿10a:

Para la purificaclón de los componentes por CLARse utlllzó una

columna de fase reversa Rp-18 y como eluyente HeOH/Hgo (90:10).

Se alslaron dos componentes prlnclpales XXIIy XXIII

caracterizados POP RHN-1“ como DODOSIICÓPIGOS.

Í m. 7_4: CLAR de lasubfracclónM
columna: Alltecn R-Sll 0-18

(250 X 10 mm). 8V: HeOH/H20

(90:10); flujo: 5 ml/mln
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Los espectros RHN-1Bde estos compuestos mostraron el mlsmo

grupo de señales en la zona de o: 3.5- 4.3. característico de

monogllcérldos con el grupo acllo en poslclón sn-l . Las

señales correspondientes a la poslclón sn-l del esqueleto del

gllcerol aparecían comoun grupo complejo de señales centrado a

4.16 ppm. las correspondientes a la poslclón sn-a como un

multiplete centrado a 3.90 PPI!) Y las de la P031616!) SII-3.

centradas a 3.65 ppm.

l 1 l l
l A 1 . n 1 ¡ l

I 7 6 S

F13. 7_5:Espectro RHN-¡H del compuesto XXII.

El espectro RHN-¡Hdel compuesto XXII presentó además

señales caracterísucas de dobles enlaces ¡ISIQGOSPOP grupos

metlleno (señales complejas a 5.40 Y 2.82 ppm). El grupo metllo

termlnal del áCldO graso aparec1ó COIIIOun triplete (J: 8 H2),

característico de una cadena de áCldO1nsaturado (0-3.
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Por otro lado la integración de estas señales indicó la

presencia de cinco dobles enlaces separados por cuatro grupos
metileno.

Por otra parte. la presencia en el EH de un ion molecular

HÍ: 376. llevó a postular la presencia del ácido eicosapentaenoico

(C20:5.U-3; EPA).

El espectro RHN-¡Hdel compuesto XXIII presentó gran semejanza

con el del compuesto XXII.Se observaron las mismas señales

correspondientes al esqueleto del monoglicérido y también las señales

características de ácidos grasos poliinsaturados. La diferencia entre

ambos espectros radicaba en la integración de estas señales. la cual

indicaba para el compuesto XXIIIcuatro dobles enlaces separados por

grupos metileno. La señal del grupo metilo terminal de la cadena del

ácido aparecía comomultiplete en lugar de triplete. hecho que indicó

que no se trataba de un ácido graso insaturado (9-3.La presencia

en EH de un ion molecular HÍ: 398. permitió suponer la presencia de

ácido araquidónico. Gamma-6.

Para confirmar la identidad de los ácidos grasos se efectuó la

saponificación de los monoglicéridos (ver parte experimental).

metilación de los ácidos grasos 'obtenidos con CHaflay posterior

análisis por CGLy comparación con patrones.

Los datos obtenidos permitieron identificar el compuesto XXII

como 1-Q-[(Sz.az.iiz.i42.17Z)-eicosa-5.6.ii.i4.17-pentaenoil]-sn—glicerol

El compuesto XXIIIfue identificado como

i—Q—[(5z.az.iiZ.14Z)-eicosa—5.8.ii,i4-tetraenoill-sn-glicerol.
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F13. 7_6: Compuestos XXII Y XXIII

Anállsls gg 13 subfracclón 9¿10D2

Esta mezcla fue fraccionada por CLARut1uzando una columna

Rp-ia Y como eluyente HeOH/Hao (95:5).El cromatograma obtenido

fue slmllar en las tres algas estudladas. Se recogieron OCDO

fracciones: A.B.C,D.E.F.GY H.

Las fracciones A Y B eran de C0101"ambarlno. la C era de COlOI‘

POJOIntensa. la D Y E de COIOPanaranJado. la F amarlllo páudo Y

las dos últlmas de C0101"amarnlo 1ntenso.

El anállsls de las fracciones A Y B permiuó COIIIPPODGPla

presencla de 108 compuestos XXII Y XXIII respecuvamente. ya

1dent1f1cados en la subfracclón 9/10a.
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F_1¡. 7_7:CLARde la subfracclón

M
columna Alltech R-Sll c-m

(¡o u. 250 x 10 mm)

av: HeOH/Hao (95:5);

fluJo: 6 nal/mln.

_J
:AgaiqDQEE F :GÏ H :

La fracción C fue cromatografiada nuevamente por CLAR,

utilizando una columna Rp-ia (5 um).Se obtuvo un compuesto

mayornario XXIV.en forma de cr1stales de color rojo Intenso. el

cual fue caracterizado comoun carotenoide por su espectro

RHN-JH.El número de s1nguletes en la zona de campos altos que

presentaba el espectro. indicó una estructura de carotenolde no

slmétrlco.

El espectro IR del compuesto XXIVpresentó las sluulentes

bandas importantes:
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3600 cm'1 ancha (estiramiento O-H)Il

¡7: 1930 Cllrl débil (estiramiento C=C=C)

Ü: 1740 cm'i fuerte (estiramiento 0:0 éster)

1660 cun-1fuerte (estiramiento 0:0 conJugado)

í: 1600 cm’1 media (estiramiento C=CconJugado)

Estas bandas indicaron la presencia de grupos hidroxilo.

éster y un carbonilo conJugado. probablemente con la cadena

poliénica. La banda a ¡7i930 cm'1 resultó particularmente

interesante. ya que indicó la presencia de un grupo alénico.

característico en carotenoides de organismos marinos.

El EH del compuesto XXIVmostró un ion ll? 658. el cual podía

corresponder entre otras. a una fórmula molecular 043115306.

o a un carotenoide 040 con mayor contenido de oxígeno. En el

caso de la primera fórmula molecular podía tratarse de un

carotenoide C40 acetilado. La banda a ¡7i740 cm'1 en IR.

la señal a 2.05 ppm (s. 3m en er- in. a 170.0 ppm en RHN-13o

y la presencia de iones H?—H¿0-60y Hf-aflao-GO en El!

confirmaron esta hipótesis.

Por otra parte. la presencia en EH de iones ¡lt-18 y 111-36.

indicaron la presencia de dos grupos hidroxilo. Todos estos datos

permitieron identificar el compuesto XXIVcomofucoxantina.

comprobadopor comparación de sus características espectroscópicas

con datos de literatura [121].

El espectro RHll-ÍHdel compuesto XXIVpresentó dos dobletes

a 2.60 y 3.65 ppm (J : la Hz). correspondientes a los hidrógenos

de C-7. características de grupos terminales 5.6-epóxido-6-ceto.
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La señal centrada a 3.65 ppm se encontraba parcialmente

superpuesta a la señal ancha correspondiente al hidrógeno

de c-3 [99].

En la zona de campos baJos la señal a 7.12 ppm correspondiente

al hidrógeno de C-IO,1nd1có la presencia de un grupo ceto

conjugado con la cadena pollénlca. tamb1én evldenclado por la

señal a 197.5 ppm en Run-130 [100].

La presencia del grupo alénlco quedaba evidenclada por la

señal a 6.06 ppm en RHN-1a(hidrógeno alénlco de c-a') [99] y la

señales a 117.4. 202.1 y 103.3 ppm en Run-130 (C-6’. C-T'y c-a'

respectlvamente) [100].

OAc

F13. 7_6:Compuesto XXIV(fucoxantlna).

l . ‘ JMJ. I L l
‘ mm.qu 'Iw "rr! -y..-nñ “3:14

I l l l l l l DI n n l I I

2.30 ,¿o 1'30 1-}0 15° ¿o ¿o no 140 no mo 90 so 7o eo so ao 30 20 1o

F13. 7_9:Espectro RHN-13o del compuesto XXIV.
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Fig. Q: Espectro RHN-1adel compuesto xx1v.

La fracción I_>fue subfraccionada en las mismas condiciones que

la anterior y de ella se pudieron aislar cuatro sustancias en las

señales principales: m. IE. D_3y ü.

La sustancia detectada en Di fue identificada comofucoxantina

(XXIV).ya descripta en el análisis de la fracción anterior.

Los compuestos correspondientes a las señales E y D_3.XXVy

XXVIrespectivamente. fueron caracterizados comomonoslicéridos.

por su espectro RHN-1Bcaracterístico. semejante al de los

compuestos XXII y XXIII.

En el caso del compuesto XXV.la ausencia de señales de

hidrógenos olefínicos en RHN-ill.permitió suponer la presencia

de un grupo acilo saturado. En cambio. el espectro RHN-ÏHdel

compuesto XXVIpresentó una señal a 5.30 ppm. que integró para dos

hidrógenos. lo cual permitió suponer la presencia de un grupo

acilo monoinsaturado.
-iO3



F13. Q: CLARde la fracción

columna Alte: Ultrasphere ODS(5 um)

(250 X 10 mm)

sv: HeOH/Hao (95:5): flujo: 3 ml/min

D1

Los EH de los compuestos XXVy XXVIpresentaron iones

moleculares H? 330 y 356 respectivamente. Esto permitió suponer

la presencia de un grupo acilo C16“)en el compuesto XXVy un

grupo Cum en el compuesto XXVI.

Los ácidos grasos constituyentes de estos monoglicéridos

fueron identificados comosus ésteres metílicos por saponificación

de los compuestos. metilación con enana. análisis por CGLy

comparación con patrones. Se pudo caracterizar de esta forma ácido

palmítico en el caso del compuesto XXVy ácido oleico en el caso

dEl compuesto XXVI.
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El compuesto XXVfue identificado como

1-Q—[hexadecanoíll-sn-glicerol y el compuesto XXVIcomo

i-Q—[(92)—octadeca—9—enoíl)—sn-glicerol.

ug. 6_2:Compuestos XXV y XXVI.

El compuesto obtenido de la fracción de CLARM fue aislado

también de la fracción g, en muy baja cantidad en ambos casos.

Este compuesto. XXVII.de color roJo. en c.c.d. reveló de color

azul con HESO4507.indicando una posible estructura de
carotenoide.

El EH de este compuesto, muy similar al de la fucoxantina.

presentó también un ion molecular H‘.’656. dos pérdidas de agua

Y una pérdida de áCldO acético.
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XXIV

“N” F13. 6_3:CLAR de la fracción E.

condiciones: ver F18. 31. 1358.104

El espectro RHN-ill del compuesto XXVIIresultó también muy

similar al de la fucoxantina. sobre todo en la zona de campos

altos. Solo se observaron pequeñas diferencias en los

desplazamientos químicos de los grupos metilo C-ió’ y C-l'ï‘. La

única diferencia importante se observó en la zona de campos

bajos. donde la señal a 6.06 ppm. correspondiente al hidrógeno

alénico de C-ó'. experimentó un corrimiento de 0.5 ppm a campos

bajos. Por comparación con datos de literatura [169].se concluyó

que el compuesto XXVIIera un epímero de la fucoxantina. con

diferente configuración en el grupo alénico. Esto explicaría el

notorio corrimiento a campos bajos del hidrógeno alénico Y las

pequeñas variaciones en los desplazamientos de los grupos metilo

mas próximos al grupo alénico. En particular. los datos

espectroscópicos del compuesto XXVIIcoincidían con los del

epímero obtenido por estereomutación catalizada por la de la
fucoxantina.
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tO'I 1.35 / w, 1.3., “mkQ o

0/ .ÜH o H
006 0.55

205 _ . 2,05 _ .

AcO¡4 a: a.
5.38 stla

grupo terminal (G'R) grupo terminal (G'S)

Fig. gil: Desplazamientos químicos en RHN-1Bde grupos

terminales alénicos.

Sobre la base de estos datos. el compuesto XXVIIfue

identificado como (38. 5R. GS. 3'S, S'R. 6'S)—fucoxantina.

OAc

F13. 8_5:Compuesto XXVII.

Este compuesto fue detectado comoproducto minoritario en

extractos del alga parda Fucus serratus (ver discusión).

La fracción E fue descartada. ya que se la obtuvo en muy baja

proporción y el análisis por c.c.d. reveló una gran complejidad.

Los compuestos pertenecientes a las fracciones G y H fueron

purificados y analizados sólo en los extractos de Coraluna

officlnalis y Janla sp. En el caso de Coraulna elongata

estos compuestos fueron detectados a nivel de trazas.
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Estas fracciones fueron recromatografiadas por CLAR.

utlllzando una columna Rp-ia (Altex Ultrasphere) para la

purlflcaclón final de sus componentes.

Se ODSCPVÓque la fracc1ón G estaba enriqueclda en un componente

mayoritario, XXVIII.

XXVIII

XXl!

F18. 6_62CLAR de la fracción G: condiciones: ver F18. 81. pág. 104.

La fracción ¡j en cambio. consistía en una mezcla (1:2)del

compuesto XXVIII.y otro compuesto. XXIX.que a su vez era uno de

los componentes mlnorltarlos de la fracción g. Se observó al

utllizar una columna Altex Ultrasphere. una inverslón en el orden de

eluclón de lOS compuestos XXVIII Y XXIXPCSPCCÍO(101 que presentaban

en la columna Alltech R-Sll C-ia.
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XXIX

XXVlll

F13. fl: CLARde la fracción E: condiciones: VCI‘F18. 81. pág. 104.

Los compuestos XXVIII y XXIX.carotenoides de color

amarillo-anaranJado intenso. fueron los únicos que pudieron ser

aislados de estas fracciones en cantidad suficiente comopara

proceder a su identificación.

Los espectros RHN-¡Hde estos compuestos resultaron muy

similares.

Se observó al comparar ambos espectros. un aspecto similar en

la zona de 6 —7 ppm. lo cual indicaba una similitud en la cadena

poliénica de ambos compuestos. También se observaron pequeñas

diferencias en los desplazamientos químicos de algunos grupos

metilo y dos señales anchas. centradas a 4.00 y 4.25 ppm. que

indicaban la presencia de dos grupos hidroxilo no equivalentes.

Asimismo.el número de señales debidas a grupos metilo permitió

concluir que se trataba de carotenoides no simétricos.
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XXIX

F13 Q: Espectros RHN-1Kde los compuestos XXVIII y XXIX.
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El aspecto mas notable que presentaron los espectros RHN-1B

de estos compuestos fue sin duda las señales entre 5 y 6 ppm.

En particular. el compuesto XXVIIIpresentó dos singuletes

anchos a 5.18y 5.26 ppm. que integraban para un hidrógeno cada

uno. El compuesto XXIXpresentó dos doblete: (J : 8 HZ).

centrados a 5.08 y 5.33 ppm. que integraban para un hidrógeno

cada uno.

' ' 232

XXVIII: XXIX:

F18. gg: señales correspondientes a ¡“C-7) Y

H(C—6)en los espectros RHN-1}!de los

compuestos XXVIII y XXIX.

Estas señales son características de carotenoides con grupos

terminales 5.6-epóxido y corresponden a los hidrógenos de las

posiciones 7 Y 8.
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Por comparaclón con los slgulentes datos de llteratura

[100.170-1721se concluyó que ambos compuestos poseían un grupo

terminal 3a-h1drox1-5,8—epox1y que eran lsómeros en 0-6. En

partlcular el compuesto XXVIIIposeía el grupo con conflguraclón

(BR)y el XXIXcon configuraclón (BS).Aslmlsmo. se pudo afirmar

que el meulo C-16 se encontraba en la cara B en ambos

compuestos.

EPuPO (BR). 18 B grupo (GS). 15 B

H-7 Y H-ó: 8. ancho H-T Y H-B: d. J: 1.8 HZ

grupo (BS). 18 a grupo (OR). 18 a

H-7 y H-B: s. ancho H-7 y H-ó: d, J: 1.6 Hz

m. g): Desplazamintos químicos en RHN-1Bde grupos terminales

3a-h1droxl-5,6—epox1.
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Los EH de los compuestos XXVIII y XXIXeran idénticos. lo cual

permitió postular que se trataba de dos compuestos epiméricos en

c-a. Se observó en ambos casos un ion H? 584. además de los iones

m/z 504 (uf-60). m/z 161y m/z 221, característicos de fragmentaciones

de grupos terminales 3-hidroxi-5.8—epóxido [112,114,117].

Considerando una fórmula molecular quH5503. la presencia

de un grupo terminal 3-nidroxi-5.6-epóxido y un grupo hidroxilo

adicional en C-3'. el restante grupo terminal podría ser

3'-hidroxi.A4 o A5. La ausencia de señales en RHN- 1H

a 5.4 —5.6 ppm permitió descartar la posibilidad de un grupo

A4. Por lo tanto. el compuesto XXVIIIfue identificado como

(am-mutatoxantina y el compuesto XXIXcomo (GS)-mutatoxantina. La

identidad de ambos compuestos fue verificada por comparación con

datos espectroscópicos de literatura [173,174].

XXIX:(88)-mutatoxantina

Fig. a: Compuestos XXVIII y XXIX.
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FRACCION 14 :

Esta fracción. eluída con acetato de etilo/éter de petróleo

(60:20),resultó poco significativa en las tres especies

estudiadas. Se aisló en muy baJa cantidad y estaba compuesta por

los monoglicéridos XXIIy XXIII y clorofilas. por lo cual su

análisis no aportó ningún aspecto de interés.

ANALISIS D_E LAS FRACCIONES 13 1 1_3:

Estas fracciones fueron eluídas con acetato de etilo/éter de

petróleo (90:10)y acetato de etilo puro respectivamente.

El análisis de ambas por c.c.d. reveló un mismo perfil

cromatográfico para ambas. y por lo tanto fueron estudiadas en

forma conjunta.

Por c.c.d. se observó. además de clorofilas. la presencia de

dos carotenoides. uno de ellos mayoritario. El subfraccionamiento

de esta fracción fue realizado por permeación por geles de

Sephadex LH-ao, utilizando metano] como solvente.

De esta forma. fue posible obtener una fracción enriquecida en

carotenoides. la cual fue subfraccionada por CLAR.utilizando una

columna Alltech R-Sil C-ia y como eluyente. HeOH/HEO(90:10). Se

colectaron las subfracciones 5.13.9y l_).La subfracción A estaba

constituida sólo por el carotenoide mayoritario xxx y por lo tanto

no requirió ulterior purificación. Los componentesde las

subfracciones g y Q se encontraban en cantidades demasiado

pequeñas Y no pudieron SCPidentificados.
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F13. GE:CLAR de las fracciones 12 y

1_3:columna Alltech R-Sll ODS (10 u)

(250 x 10 mm);

solvente: HeOH/HQO (90:10);

flujo: 5 ml/mln

9 É 1 “¿si 5 I H: 4 3 A 2 mn ¿(p.350

F15. Si: Espectro RHN-1Bdel compuesto xxx.
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El espectro RHN-¡Hdel compuesto xxx era muy Similar al de

la fucoxantina. Se apreciaban solo tres diferencias notables:

no se observaba la señal a 5.40 ppm, y en su lugar presentaba

una señal ancha centrada a 4.30 ppm. que integraba para un

hidrógeno.

- no se observaba el singulete a 2.05 ppm. característico del

grupo metilo de acetato.

—los singuletes debidos a los grupos metilo 17’y 18' (1.36 y

1.39ppm en la fucoxantina) aparecían como un singulete ancho,

no resuelto. a 1.35 ppm.

En el espectro RHN-130del compuesto XXX.si bien 'se

observaban las señales de C-6'. C-7’ y C-8’ correspondientes a

un grupo terminal alénico (117.6.202.8 y 103.1 ppm

respectivamente) no se observaba la señal correspondiente al

grupo carbonilo del acetato a 170.5 ppm.

' ‘ . l . l, ¡|

WW A 'rHvfl ¡“r ¡wn Www
6'0 5'0 4h 3'0 25 1'0 ¿a

F_ig. 9_4:Espectro RHN-13€ del compuesto xxx.
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El espectro IR del compuesto XXXpresentó las siguientes

bandas:

F: 1930 cnr1 estiramiento c:c=c

5: 1680 cm‘i estiramiento C=0 conjugado

No se observó la banda a ¡7 1730 cm‘i debida al grupo

éster.

Todos estos datos indicaban una estructura similar a la de la

fucoxantina. con un grupo terminal 3'—hidroxi en lugar de

3’-acetoxi y permitieron identificar el compuesto xxx como

fucoxantinol. La identidad de este compuesto fue comprobada P01“

comparación CODdatos de literatura [100].

_F‘_ig.9_5:Compuesto XXX (fucoxantinol).

El EH del compuesto XXXmostró un ion H? 616 (32) Y se

observaron también tres pérdidas de H30: m/z 596 (777.).

m/z 580 (187.) Y m/z 562 (37.).

La subfracción l_3fue purificada por CLARutilizando una

columna Rp-ló de alta resolución (Altex Ultrasphere CDS-2)y una

mezcla HeOH/HEO(90:10) como eluyente. Se consiguió de esta

forma aislar una pequeña cantidad del carotenoide XXXI.
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XIII

Fig. 9_t_‘>:CLAR de la subfracción

1203 g. columna: Altex Ultraspnere

CDS-2 (5 um); (250 X 10 mm).

SV: HeOH/HaO (90:10); flujo: 3 mi/min

LJ

Este compuesto presentó un espectro RHN-1Hsimilar al del

fucoxantinol (XXX).salvo por tres diferencias:

—la señal a 6.06 ppm, correspondiente al hidrógeno de C-8'

(alenlco). experimentó un corrlmiento de 0.b ppm a campos más

bajos.

las señales correspondientes a los grupos metilo C-ib' y leb'

(las cuales no se resolvían en el espectro del fucoxantinol) se

observaron como singuletes a 1.35 y 1.38 ppm respectivamente.

- la señal correspondiente al grupo metilo C-i'T’.experimentó un

corrimiento de 1.07 a 1.10 ppm.

El EH del compuesto XXXIresultó idéntico al del fucoxantinol.
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Estos datos Indicaron en forma similar a lo sucedido con la

fucoxantina que se trataba de un epímero del fucoxantinol. en el

cual la configuración en C-6’ era S en lugar de R. Por lo tanto.

el compuesto XXXIfue identificado como

(3S.5R.6S.3'S.5'R.6’S)—fucoxantinol.

Fig. 9_7:Compuesto XXXI.

ANALISIS gg: M FRACCIONES fl 1 1_5:

Estas fracc1ones fueron eluídas con acetato de etilo/metanol

(90:10)y metanol puro respectivamente y constituían las cle mayor

peso en los extractos de las tres especies estudiadas. Ambas

fracciones resultaron similares por análisis por c.c.d. y por lo

tanto fueron estudiadas en conjunto.

El análisis de estas fracciones indicó además de pigmentos del

tipo de las clorofilas. una mancha que reveló de color rOJo con

¡4280450 7..El aislamiento de esta sustancia fue realizado por

cromatografía "flash" en columna seca. utilizando acetato de etilo

Y acetato de etilo/metanol (90:10)como solventes.
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Al cromatografiar esta sustancla. que presentaba aspecto de

Jarabe verdoso en placas de fase reversa (RP-18),se observó que

se trataba de una mezcla compleJa y que todos sus componentes

revelaban de color roJo con H3804 50 7..

Por lo tanto, esta mezcla fue subfracclonada por CLAR

utlllzando una columna de fase reversa Vhatman Part1s11 H9 y

metano] comoeluyente. En el caso de Coralllna offlclnalls se

colectaron ocho subfracclones. f_l4_a—¿1.mientras que para

Coraluna elongata y Janla sp. se colectaron siete que

resultaron ldéntlcas a las 148-8 dEl C380anterior.

F_g. gs: CLAR de la

fracción 1_4.

col.: Alltecn R-sn d

c-1a (10 um).

(500 K 10 mm).

a sv.: HeOH

flujo: 7 ml/mln f
ab

,,‘ g

f I

9

Q1 J

C. Officlnaus C. elongata y Jania sp.

-120



Todas estas subfracciones presentaron espectros RHN-1Bmuy

slmllares. en los que se observaba una zona compleja de señales

entre 3.4 —4.5 ppm. Esto indicó que se trataba de estructuras

pollhldroxlladas. probablemente gllcósldos.

La subfracc1ón m, mayoritarla en las tres especles

estudiadas. resultó clave para la elucldaclón estructural de esta

famllla de compuestos.

El espectro RHN-¡Hde esta sustancia mostró que se trataba

de un derivado de ácldos grasos polllnsaturados (señales compleJas

centradas a 5.30 y 2.80 ppm).

2- A.1 sw)

F15. 9_S_>:Espectro RHN-¡H del compuesto XXXII.

El espectro RHN-13€de este compuesto reveló la presencia de

dos grupos carbonilo de éster (173.4 y 173.0 ppm). Tamblén se

observó la presencia de un carbono anomérlco a 104.0 ppm (probable

B-galactoplranósldo) Y 0Ch0 señales en la zona de Ó: 60 - 75 ppm.
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Fig. al): Espectro RHN-13odel compuesto xxxn.

IQ

104.0
1040

74.6

73.5

70.3

69.0

66.1

63.0

61.7

aslgnaclón

C-i galactosa

C-5 galactosa

C-3 galactosa

SII-2 811€.

C-‘l galactosa

SII-3 811€.

sn-i gllc.

C-6 gala ctosa

F13. 1g: Zona de 60 - 105 ppm en el RHN-130 del compuesto xxxn.

Resultó evidente una estructura de 811065100(probablemente de

galactosa), COI!el monosacárido unido a un esqueleto de tres

átomos de carbono. trlhldroxllado (probablemente glicerol). De

esta forma surgió la estructura de monogalactoslldigncérido para

este compuesto (XXXII).
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Por comparación de los desplazamientos químicos en RHN-130

de este compuesto con datos de literatura [156]se observó una

gran concordancia en los carbonos correspondientes al glicerol y

al monosacárido. caracterizado sin duda comoB-g-galactopiranosa
(comprobadomediante la preparación del alditol acetilado

correspondiente y comparación de su t.r. en CGLcon el de un

compuesto patrón).

Para identificar los ácidos grasos constituyentes del compuesto

XXXII.se prepararon los ésteres metílicos de los mismos por

transesterificación con HeOH/HCl(ver parte experimental). El

análisis por CGLde los ésteres metílicos formados. reveló la

presencia de un solo ácido graso. identificado comoácido

eicosapentaenoico (EPA).C20:5 (9-3. por coinyección en CGL

con un compuesto patrón.

Czozs w-3

F13. 102: CGL de los ésteres

metílicos de los ácidos grasos de

la subfracción 155.

CODGICXODCSIcolumna capilar HP-S

isotérmica 160 -C hasta 10 min.

luego 160 '—>235 'C. 10 -C/minagar
(u) tr‘o 1349

__“
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De esta forma, el compuesto XXXIIfue identificado COIIIO

1.2—di-Q—[(Sz.az.ilZ.i4Z.i7Z)-eicosa45.641.14.17-pentaenoil]-3—Q—

B-D-galactopiranosil-sn—glicerol.

Fig. 10_3:Compuesto xxxn.

Para la elucidación estructural de lOSrestantes componentes

de la fracción se siguió una metodología similar.

Subfracción i4_d:El componente mayoritario de esta

subfracción. XXXIII.fue purificado por CLARen las mismas

condiciones que el subfraccionamiento original.

Los espectros RHN-¡H y RHN-130 del producto XXXIII

indicaron una estructura de galactosildiglicérido con grupos

acilo insaturados. La comparación de las integraciones de las

señales en RHN-1Hcorrespondientes a los dobles enlaces. a los

metilenos entre dobles enlaces y a los metilos terminales de las

cadenas de ácidos grasos permitieron calcular siete dobles

enlaces por molécula.

-124—



El análisis de los ésteres metílicos de los áCidos grasos

obtenidos por transesterificación realizado en las mismas

condiciones que para el producto anterior. permitió identificar

los ác1dos eicosapentaenOico (0205 w-3) y araqUidónlco

(C20¡q (0-6).

condiciones: ver Fig. 102.

pág. 123

t.r. 12.42: éster metílico C20:4C2w-s a:
del áC. C20¡4 (0-6

LP. 13.54:éster metílico

del áC. C2023 (0-3

tr (MN)0 12'42 '
1354

Fig. 104: CGLde los ésteres metílicos de la subfracción Md.

La distribucion de los distintos grupos acilo en las

posicxones sn-i y sn—2del glicerol fue estudiada por

EH/F‘AB".

Subfracción i4_e:Estaba compuesta por un producto (XXXIV)

que no requirió ulteriores purificaciones.

El análisis de los espectros RHN-1By 13Cevidenció.

además de la presencia de varias insaturaciones una cadena

metilénica lineal. lo cual llevó a sospechar la presencia de un

áC1d0graso poliinsaturado Y uno saturado.
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El análisis de las Integraciones del espectro RHHJH

permltló suponer la presencla de cinco dobles enlaces por

molécula. A su vez. el análisis por CGLde los ésteres metíllcos

de los ácidos grasos obtenldos por transesterlficaclón permltló

1dent1f1car los ácidos elcosapentaenolco (02095v-3) y

palmítlco (Ciao).

La distribución de lo ácidos grasos en el esqueleto de

glicerol fue estudiada por EH/FAB‘.

C1620 C205 w-s

condiciones: ver F13. 102.

pág. 123
Lr. 2.93: éster metíllco

del ácldo palmítico.

LP. 13.592éster metíllco

del áC. C2095 (0-3 I

l'HJLme__MÍUKHJ“__,.N
0 2.93 13.59

Flg. 10_5:CGLde los ésteres metíucos de la subfracclón 1L.

Subfracclón 141::El pI‘OÓHCÍOmayorltarlo de esta subfracclón,

XXXV,fue purificado POP CLARen las cond1c10nes utilizadas para

81 subfracclonamlento original.
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El espectro RHN-ill del producto XXXV.similar al del

producto XXXIVpermitió postular la presencia de un ácido graso

poliinsaturado y un ácido saturado en la molécula. La comparación

de integraciones permitió calcular cuatro dobles enlaces por

molécula. El análisis por CGLde los ésteres metílicos de dichos

ácidos grasos permitió identificar. tal cual lo esperado. ácido

araquidónico y ácido palmítico.

Este producto también fue analizado por EH/FAB‘.

condiciones: ver Fig. 102,

pág. 123

t.r. 2.91:éster metílico

del ácido palmítico

t.r. 12.53:éster metílico

dC] áC. C20:4 (¡J-6

__ N.__ -0»...- --—-——-'J"'“_'_
1,”... 291 12.53

F13. ig: CGI.de los ésteres metílicos de la subfracción ig.

Subfracción 143: El producto mayoritario. (XXXVI).no requirió

purificación posterior. Su espectro RHN-130mostró solo dos

señales correspondientes a carbonos olefínicos y el espectro

RHN-1Bconfirmó la presencia de un doble enlace.
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En este caso. Cl 311511818POP CGL permitió identificar lOS

ésteres de lOS áCldOS palmítico Y oleico.

Fig. ¿(11:CGL de los ésteres

metílicos de la subfracclón 1_ll_g.

condiciones: ver Flg. 10?.

pág. 183

e. JM
_.295 493 —"Ífll.... ,

Subfracción 14_h:El compuesto principal de esta subfracción,

XXXVII.solo fue detectado en Coralllna offjclnaus y no

requirió mayor purificación. Su espectro RHN-¡Hindicó la

presencia solamente de ácidos grasos saturados. En este caso. el

análisis por CGLde los ésteres metílicos obtenidos por

transesterificación de XXXVIIpermitió detectar solamente áCido

palmitico. (cmo).

Sobre la base de estos datos, el compuesto XXXVIIfue

identificado como

1.2-di—Q—(nexadecanoil)—3-Q—B—g—galactopiranosil—sn-glicerol.
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F13. m: CGLde los ésteres

metíllcos de la subfracción 14h.

condiciones: ver F18. 102,

pág. 123.

A. 299 mu)

Fig. 10_9:Compuesto XXXVII.

Subfracclón 1g: El producto presente en esta fracción,

(XXXVIII),sólo pudo ser estudiado por RHN-¡Hya que fue

aislado en muy baja cantidad y se descomponía con facilidad.

Dicho espectro evidenció. por comparación de la integración de

las señales de la porción glicosídlca de la molécula que se

trataba del gllcósldo de un disacárldo.
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Las señales correspondientes a los grupos acilo. en

particular los metilos terminales (0.96 ppm, t. J : 7 Hz, 6 H).

indicaron la presencia sólamente de ácido eicosapentaenoico

(EPA).

La presencia de digalactosildiglicéridos era predecible ya

que se encuentran presentes en todos los tejidos fotosintéticos.

Por lo tanto. se identificó tentativamente el producto XXXVIII

como

i.2—dl-Q—[(SZ.GZ.HZ.14Z.1TZ)—eicosa—5.6.11.14,17—pentaenoíl]

3-(_)—digalactosil-sn-glicerol.

Subfracción 1_4_l_>:El producto presente en esta fracción.

(XXXIX),resultó ser particularmente inestable. aún conservado a

bajas temperaturas. El espectro RHN-illdel mismo mostró las

señales características de galactosildiglicéridos con grupos

acilo poliinsaturados. La integración de las distintas señales

indicó la presencia de ocho dobles enlaces por molécula. Las

señales correspondientes a los grupos metilo terminales no

apareCIeron como tripletes sino como multipletes, lo cual

permitió descartar la posibilidad de ácidos grasos (¡J-3.Estos

datos Indicaron la presencia de dos grupos acllo correspondientes

al ¿mido araquldóntco.

La labilidad exhibida por el producto XXXIXresultaba

coherente con la estructura propuesta. Además,resultaba

sorprendente el hecho de haber encontrado otros derivados de este

ácido (los cuales mostraron siempre una inestabilidad mayor a los

correspondientes del ácido eicosapentaenoico) en ésta y otras
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fracciones de lOSextractos Y no haber detectado el

galactoslldlgllcérldo correspondiente. POP10 tanto. el producto

XXXIXfue identificado tentativamente como

1.2-d1-Q—[(52.az.112.14Z)-elcosa—5.8,11.14-tetraen01l]—3—9—B-2

galactoplranosll-sn-gllcerol.

F13. m: Producto xxx1x,

producto Q. Officinalls Q elongata Janja ¿2.

XXXII 61.5 41.2 40.1

XXXIII 7.8 6.0 6.3

XXXIV i5.6 36.1 35.3

XXXV 4.5 5.6 6.6

XXXVI 3.1 6.1 6.0

XXXVII 1.6

XXXVIII 3.7 2.6 2.6

Sin 1dent1f1car 2.2 2.4 2.9

Tabla á: Distribuclón de galactoslldlgllcérldos en las tres
especies estudiadas.
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ANALISIS IE LOS GALACTOLIPIDOS POR EH¿FAB+

Para la elucldaclón estructural completa de los productos

XXXIII. XXXIV,XXXVY XXXVIrestaba conocer la dlstrlbuclón de los

dlferentes grupos acllo en las poslclones sn-l y sn-Z del

gllcerol.

Se descartó la poslbllldad de efectuar hldróllsls selectlvas

en poslclón sn-l con llpasa pancreátlca. ya que exlstían

lnformes acerca de la falta de efectlvldad de esta enzlma en el

caso de ácldos grasos polllnsaturados [151.152].

Se utlllzó la espectrometría de masa para la elucldaclón

estructural de estos productos. Debido al alto peso molecular de

los galactoslldlgllcérldos y a su labllldad térmica. no se observa

en general su lon molecular en el EH obtenido utlllzando impacto

electrónlco comosistema de lonlzaclón.

Por lo tanto se utlllzó como slstema de lonlzaclón el método

de bombardeo con átomos rápldos (FAB:"fast atom bombardment')

para efectuar el anállsls de este tipo de productos.

La técnlca de FAB [175-178]es utlllzada con gran éxlto en el

anállsls de lípldos complejos. péptldos. pol1sacár1dos y otras

moléculas de alto peso molecular y/o termoláblles [179.160].

En esta técnica se logra la desorclón de las moléculas del

sólido como lones a la fase gaseosa. por impacto con un haz de

átomos de Cs, Xe o Ar acelerados. La muestra se encuentra

generalmente dlsuelta en una matriz líqulda para mantener un flujo

constante de la misma al punto de impacto y así aumentar el tiempo

durante el cual SCpuede registrar El espectro [181].
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El bombardeo con átomos rápidos genera tanto iones positivos

comonegativos y por lo tanto. esta técnica permite trabajar en

ambas modalidades.

En el caso de FAB‘ se observan iones cuasi-moleculares

(FHM)+producidos por reacciones ion molécula con la matriz

líquida [182-184].También se observan iones (lima)+ y (¡1+!)+

y los correspondientes (HH-Mila)+y (H+H+K)*.Estos iones se

pueden producir por contaminación de la matriz con sales de Na y K

aunque también se suelen agregar intencionalmente estas sales para

intensificar la producción de iones cuasi-moleculares o para

distinguir un ion cuasi-molecular en caso de duda.

Debido a que la cantidad de energía entregada a la molécula

es baja. esta alcanza el potencial de ionización pero no siempre

el de disociación. lo cual implica que la producción de iones

fragmentarios no es importante. Por esta razon. se pueden

observar los iones cuasimoleculares en moléculas con PH superior

a 3000 u.m.a. y las fragmentaciones observadas son sólo aquellas

energéticamente muy favorecidas. Por ejemplo. en el caso de

péptidos es posible determinar la secuencia de aminoácidos

mediante los fragmentos que provienen de las sucesivas pérdidas

de estas moléculas [179-165].

EH¿FAB+(g: galactolípidos: El ion que más información brinda

en EH de glicerolípidos en espectros obtenidos por impacto

electrónico es el ion (GB)?(vercapítulo de galactosildiglicéridos)

que también se puede observar COIIlO(G3 + H)‘.
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Este ion corresponde a la pérdida del grupo acllo en posicion

sn-i y del sustituyente en posición sn-3 (en este caso

galactosa) (ver pag. 57) y permite determinar la distrlbuclón de

grupos acllo en el caso de galactoslldmllcérldos. ya que

conserva el grupo unido en poslclón sn-E.

En el caso de EPI/FAE+de este tipo de productos. realizado

en este trabajo por primera vez. el ion (G3+ H)+.representó

el único fragmento de alta abundancia. constituyendo el pico base

en la mayoría de los casos.

Todos los espectros EIH/FAB+de galactoslldlglicérldos

realizados para este Trabajo de Tesis. presentaron iones

cuasimoleculares (H + H + Ha)? de alta abundancia.

CompuestoM: Presentó un lon cuaslmolecular m/z 847.

correspondlente a una fórmula molecular 049H74010.de

acuerdo a lo esperado.

El 10n m/z 360 plco base del espectro. corresponde al lon

(G3 o H)‘ ya descripto, correspondlente al ácido

elcosapentaenolco (EPA).

Otros tones importantes del'espectro están esquemattzados en

la figura 110:

m/z522.¿
CHaLO "-Ri

-——’ m/z 286
II

H-O-[C-Ra F13. m: Fragmentaclones
en EH/FAB‘ del compuesto

cue 0-Gal xxxn.

m/z 6444—”—1——|I
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‘XI'O

TM

522

ll l Lei- ILALL LLLJAJ‘A AAA 11.; AA
qua sua aaa ¡sha leia

Fig. g: El'l/F‘AB+del compuesto XXXII.

Producto XXXIII:Se observó el ion cuasimolecular m/z 649.

correspondiente a una fórmula molecular C49H75010,de

acuerdo con lo esperado.

En este caso se observaron los iones (G3 + H)‘. m/z 360 y

m/z 368 (correspondientes a los ácidos eicosapentaenoico y

araquidónico respectivamente) en una relación 2:1.lo cual indicó

la presencia de una mezcla de isómeros con preponderancia del

compuesto con el ácido 020,5 en posición sn-Z.

Sobre la base de estos datos. el producto XXXIIIfue

caracterizado como una mezcla 2:1 de los isómeros XXXIIIay

XXXIIID.
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XXXIIIa: 1-Q—[(SZ.BZ.MZ.14Z)-e1cosa—5.8.11.14—tetraenoíl]

2—Q—[(SZ.BZ.112.14Z.17Z)—e1cosa-5.6,11.14.l7 -pentaenoíl]—

3-Q-B-l_)—galactoplranosll-sn—gllcerol.

XXXIIID: 1—Q-((SZ.BZ.112.142.17Z)-e1cosa—5.8.u.14.17-pentaenoíl—

2—Q—[(SZ.BZ.iiZ.14Z)—e1cosa-5.8.11,14-tetraenoíl1-3-9-6-12

galactoplranosll-sn-gllcerol.

XXXlII a

xxxm b

F13. 113: Compuestos XXXIIIa Y XXXIIID.
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Producto XXXIV:Presentó el 10D cuasimolecular m/z 001

correspondiente a una fórmula molecular C45H76010.

coherente con la presencla de grupos acllo correspondlentes a

lOS áCldOS palmítlco Y elcosapentaenolco.

388

.1 1m,

“Í;

L_l. L..L

«es u ¡daa ¡2'39

u_4: EH/F‘AB‘m del producto XXXIV.

En cuanto a lOS iones (G3 ‘5 H)+. se ODSCI‘VÓuna gran

preemlnencla del 10D m/z 314 (100 7.) sobre m/z 360 (15 7.). Ello

indicó que el lsómero mayor1tar10 poseía Cl grupo palmltoílo en

poslclón sn-E.

Otros iones importantes fueron 105señalados en la figura

115.
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¿H
m/z 476 O

II

CHB 0 C-Ri

O

II

CH-OÍC-Ra m/z 266

*H. m/z 24o

cua O-Gal

m/z 598

F15. gg: Fragmentaclones en EH/F‘AB+del producto XXXIV.

En particular, el producto XXXIVfue caracterizado como un

87 Z de XXXIVa Y 13 Z de XXXIVD.

XXXIVa: 1-9-[(5Z.BZ.1iZ.14Z,17Z)-e1cosa-5.8.11,14.17—pentaenoíl]

2—Q—hexadecanoíl—3—Q—B—Q—galactop1ranosll-sn-gncerol.

XXXIVD: 1—Q—hexadecanoíl—2—Q-[(SZ.BZ.MZ.1l}Z.17Z)—e1cosa —

5.8.11.14.17—pentaenoíl-3-Q-B-Q-galactopiranosll-sn-gllcerol.

Muga: Compuesto XXXIVa.
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1:11. 117: Compuesto XXXIVD.

Estudios sobre e_l1g (M producto XXXIV:Se realizó el EH/IE de

esta sustancia para comparar con el espectro EH/FAB‘.

P43

34€

1 234 k GlSI '_...¡__"._i LL 1' LL 1 .LL ¿AJLALL' -An I , .
ma ana aaa «¡e san sus m ase sus mas

F18.ii_: Obtenidopor impactoelectrónlcodel producto
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La comparac1ón de ambos espectros puso en evidencia ciertas

diferencias:

en el espectro obtenido por impacto electrónico no se observó el

ion mOIeCUIaP,tal como era predecible.

- el ion de mayor III/Zen el eSpeCtr‘o de impacto electrónico fue

III/Z proveniente de la siguiente fragmentación:

o
ll

CHE-O-C-Ri

O

CH-O-C-Ra

CH3—0]Ga1+ H'
m/z 615

Fig. 1g): Origen del ion m/z 615.

en el espectro obtenido por impacto electrónico. no se

observaron lOS 101165m/z 596 Y lll/Z 476, ya dCSCPIPÍOS.

se observó el ion m/z 342 (probablemente m/z 360-H20)

En ambos espectros se observó el ion m/z 360 como pico base

Y también SB ODSCI‘VÓel 10D III/Z 240. ya descripto.

Estudios preliminares por EH¿EHdel compuesto XXXIV:

Se realizaron algunos estudios preliminares de secuencias

genéticas de los principales fragmentos del EH/IE del producto

XXXIV.
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Al enfocar el ion m/z 615.se observó la aparición de los

iones m/z 314 y m/z 284. ambos con baja abundancla.

Aslmlsmo. al enfocar el lon m/z 596 (de baJa abundancia en el

EH/IE), se obtuvo el ion m/z 314, tamblén con baja abundancia,

pero no se observó el ion m/z 264. Estos resultados 1ndlcaron que

el ion m/z 314. se forma no sólo a partlr del ion molecular. sino

tamblén a partir de algunos iones fragmentarlos. aunque en baJa

proporción.

El ion m/z 284. provendría del grupo acllo de 0205

(preponderante en posición sn-i) por pérdida de un átomo de

hidrógeno.

Al enfocar el lon m/z 314. se observaron una serle de iones

(m/z 57,67.71.61.65.95.109).correspondientes a las

fragmentaclones de la cadena hidrocarbonada del ácido palmítlco.

¡lv n LI I . l . l - 1
lm) ¿al ¡aa ME Sii Ene

Flg. 12_o:Iones h1Jo de m/z 615.

-141



É B

¡ea

li IN

¡El P00 N “U EN m

F13. 12_1:Iones hijo de m/z 596.

22 el}
EL? bd LI “unLL. |.. .l l50 Z“ ¡Si ¡sil

F18. 1 2: IODCS hlJO de m/z 314.

Producto xxxv: Presentó un ion cuaslmolecular m/z 803.

correspondiente a una fórmula molecular C45H75010.

coherente con la presencla de grupos acno correspondientes a

lOS áCldOS palmítlco Y araquldónlco.
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942

¡una IEEE

gg: EH/F‘AB+del producto XXXV.¡3.15

En la zona de iones correspondiente a (GB+ H)*. se

observaron los iones m/z 314 (100 Z) y 362 (202). Esto indicó

una gran preemlnencla del isómero con el grupo acllo

correspondiente al ácido palmítlco en posición sn-E.

OÍI‘OS101165importantes del espectro fueron:

m/z¡FHM-L 0
CHalO (ISI-R1

0 ‘H. m/z 240 ag. 12_3:Fragmentaclones en

CH-O (IIl-Ra m/z 267 EH/FAB+ del producto XXXV.

CHE O-Gal
QH'

m/z 60
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El producto XXXVquedó identlficado como una mezcla (85:15)

de los lsómeros XXXVa y XXXVI).

XXXVa : 1-Q-[(5Z.BZ.11Z,14Z)—e1cosa-5.6.11.14—tetraenoíl]

a-Q-hexadecanoll-S-Q-B-g-galactoplraosíl-sn-gllcerol.

XXXVb 2 1-Q—hexadecanoíl-2—Q-[(Sz.az.iiz,14Z)-e1cosa—5.8.11.14—

tetraenoíl—3—Q-B—Q—galactopiranosil—sn—gllcerol.

F13. 12_4:Compuestos XXXVa y xxxvn.

En el mismo espectro. se observaron también iones

correspondlentes a otro producto. Un lon cuaslmolecular m/z 753

correspondlente a una fórmula molecular CMB-76010.1nd1có

una estructura de galactoslldigllcérldo con grupos acilo
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correspondientes a los ácidos Ciszo y Cum. lo cual se vio

reafirmado por la presencia del ion m/z 548. correspondiente a la

ruptura C-O de la posición 511-3.Este producto no pudo ser

aislado debido a que se encontraba en muy baja cantidad.

EH¿FAB(M producto m: Se observó un ion cuasimolecular

m/z 781. correspondiente a una fórmula molecular C43H50010

lo cual permitió confirmar la presencia de grupos acilo

correspondientes a Ciao y Cum. Se observaron los iones

m/z 314 y m/z 340 ([G3 + lil") en cantidades equivalentes. lo

cual indicó una falta de especificidad en la distribución de los

grupos acilo en las POSICIODCSSII-1 Y SII-2.

S78

LEDS
J 14:».- iJ-I II LL 4' ¿JLA J 1.14.11. ti.. .¡ L_AÁA_L.

330 433 BBB HHH la" I?“

Fig. 125: EH/FAB’ del producto XXXVI.
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Otros lones Observados en el espectro fueron los Siguientes:

0
II

CHE-0|4J-R1

o , m/z 24o
||

CH-otc-Ra m/z 266

HEÏO-Gal+H'
m/z 576

F13. 1g“):Fragmentaclones en EH/FAB* del producto XXXVI.

El producto XXXVIfue 1dent1f1cado entonces como una mezcla

equlmolecular de los lsómeros XXXVIay XXXVII).

XXXVIa : 1—Q-[(9Z)—octadeca-9—enoll]—2-Q-hexadecanoíl-3-Q-B-g

galactoplranosll-sn-glicerol

XXXVII): 1—Q—hexadecanoil-B-Q-[(92)—octadeca—9-enoil]—3-Q—B-2—

galactoplranosll-sn-gllcerol.

XXXV! a

xxxvnb
Flg. 127: Compuestos XXXVIay xxxvrb.
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DISCUSION DE LOS
RESULTADOS OBTENIDOS



LOSextractos de las tres especies estudiadas presentaron en

líneas generales la misma COIDPOSICIÓD.Se comentarán lOS

resultados obtenidos para cada familia de compuestos. Se

considerará también la implicancia de los mismos desde el punto

de vista quimiotaxonómico.

HIDROCARBUROS:

El estudio de los hidrocarburos presentes en organismos

marinos reviste importancia fundamentalmente en estudios de

ecología química marina.

Estos compuestos debido a su estabilidad, son útiles como

trazadores en procesos dinámicos de interacción entre distintas

espec1es marinas. En el caso de las algas. productoras primarias

en su medio. pueden ser útiles para el seguimiento de la cadena

alimentaria. Por otra parte. el estudio de los mismos permite

evaluar el grado de contaminación de las aguas debido a

combustibles minerales.

Estudios sistemáticos realizados sobre una amplia variedad de

especies [166-188]permitieron concluir lo siguiente en cuanto a

la COIDPOSICIÓDde la fracción hidrocarbonada de lOS extractos:

en algas rojas se observa un gran predominio de hidrocarburos

saturados sobre insaturados (>95 7.).El hidrocarburo

mayoritario en casi todos los casos es n-heptadecano (>96Z).

- en algas verdes. los hidrocarburos insaturados SORpredominantes.
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—en algas pardas. la composición en hidrocarburos es muy

variable. incluso en cuanto a la proporción de hidrocarburos

saturados e insaturados. Los hidrocarburos saturados mas

abundantes son n-heptadecano y n-pentadecano.

Los resultados obtenidos para las tres especies estudiadas

mostraron. considerando compuestos no terpenoides. casi un 100 7.

de hidrocarburos saturados. Los compuestos no saturados se

encontraron sólo a nivel de trazas.

En las tres especies estudiadas. se observó la presencia de

n-heptadecano comohidrocarburo mayoritario en porcentajes que

oscilaron alrededor de un 99 Z. El único hidrocarburo saturado

minoritario detectado fue. en todos los casos. n-pentadecano.

C_'.officlnaus Q elongata Jaula .52.

n-C15H32 0.1 Z 0.8 7. 0.4 7.

n-C17H36 99.9 7. 99.2 7. 99.6 7.

Tabla Q:Hidrocarburos saturados detectados en las tres CSPCCICS

estudiadas.

ESÏOSresultados fueron coherentes con Cl patrón observado

para la COIDPOSICIÓDen hidrocarburos de algas rojas.

La biosíntesis de n-heptadecano ha sido estudiada en el alga

Anacystis nidulans (cyanopnyceae) [189]Y se comprobó que este

compuesto se formaba por descarboxilación del ácido esteárico.
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El hecho de que el ácido esteárico (C183)sea un

componente minoritario en la mezcla de ácidos grasos libres en

las tres especies estudiadas. no permite descartarlo como

precursor biosintético de n-neptadecano, ya que una situación

similar se verificó en el alga Anacystis nidulans. Estos

resultados indicarían la eficiencia de este proceso

biosintético.

ESCUALEHO:

Este compuesto. aislado e identificado en las tres especies

estudiadas. fue pocas veces informado como componente de

extractos de algas. En particular se lo detectó en el alga parda

Fucus veslculosus [190].

Fattorusso y colaboradores [191]aislaron del alga verde

Caulerpa prolifera. escualeno-10.ii—epóxido.

escualeno-6.7-epóxido y escualeno-2.3-epóxido. aunque no

pudieron detectar escualeno sin epoxidar.

En este caso. el aislamiento de escualeno en las tres

especies de Corallinaceae estudiadas. representa el primer

informe de la presencia de este compuesto en algas rojas.

ESTERES ETILICOS QE ACIDOS GRASOS

La presencia de estos compuestos en los extractos de las

tres especies estudiadas no tiene implicancia quimiotaxonómica.

ya que podrían ser artefactos formados con el etanol utilizado
como solvente de extracción.
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Se na comprobado que los monogalactosildiglicéridos son

rápidamente metabolizados cuando la estructura celular ha sido

dañada. Se conocen varias reacciones enzimáticas en las cuales

los grupos acilo de los galactolípidos son transferidos a

diversos grupos aceptores. entre ellos agua y alcoholes

[192-194].En estos casos. los productos serían ácidos grasos

libres y ésteres respectivamente.

Las condiciones de pH y temperatura en las que se realizó el

procesamiento del material vegetal y el extracto (ver parte

experimental) no Justificarían la formación de ésteres en las

cantidades encontradas. Por otra parte. el éster etílico

mayoritario fue el correspondiente al ácido 03m5.mayoritario

en la fracción de galactolípidos de las tres especies estudiadas.

Este ácido sin embargo fue identificado comocomponente

minoritario del conjunto total de ácidos grasos libres de las

tres especies.

Estos resultados permitirían postular la formación de estos

artefactos a partir de los galactolípidos presentes por via

enzimática Y no por esterificación de los ácidos grasos libres.

FITOL:

La presencia de este compuesto, fundamental en los procesos

fotosintéticos ya que forma parte de la estructura de las

clorofilas, ha sido informada en diversas clases de algas

[195.196].
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En Rhodophyceae. la presencia de trans- Y CIS- fitOl

ha sido detectada en El alga Gracilarja andersoniana [197].

constituyendo la primera ocasión en que era detectado El

isómero CIS- en un organismo natural.

En las tres especies estudiadas sólo se detectó el isómero

trans—. que CS el usualmente encontrado.

ACIDOS GRASOS:

En las tres especies estudiadas se observó una composición

similar en este tipo de compuestos. Los principales ácidos grasos

detectados fueron Ciao, Cum, 020”, y C305. lo cual

concuerda con los datos informados en literatura (130.196-1991.

En particular, en un estudio sobre la composición de ácidos

grasos totales de Coraluna offlclnaus, Johns Y

colaboradores [64] informaron lOSsiguientes resultados:

Cao:5w—3: 32 '/. cum: 3 z

0,5,0: 30 z cum: 2 z

C20¡4w-6: 12 z 016g}: 1 z

Cieza? 5 7- Ciazoï 1 Z

Ademásdetectaron una gran variedad de ácidos poliinsaturados

Cima. 0165. C183, C302. Caos en cantidades inferiores al 1 7..

En ninguna de las tres especies estudiadas en este Trabajo de

Tesis se realizó un análisis de ácidos grasos totales

provenientes de la saponificación del extracto crudo. sino que se

identificaron los ácidos constituyentes de las distintas

sustancias de interés.
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Por lo tanto. se analizaron los ácldos grasos libres y

aquellos componentes de monogllcérldos y galactoslldlgllcérldos.

Se observó que sl bien en líneas generales los resultados

concordaban con los datos de llteratura para ácidos grasos

totales. estos compuestos no se encontraban uniformemente

dlstrlbuídos en las distintas clases de lípidos en estudio

menclonados.

ACIdOSgrasos libres:

La composlclón porcentual de los áCldOSgrasos libres se

encuentra en la tabla 3 (pág. 76) del capítulo 'Descrlpclón de la

labor reallzada".

La observación de los resultados indica una gran preponderancla

de áCldOSgrasos saturados.

Q offlclnalls Q elongata JanIa se.
Z ác. gr. saturados 67.6 67.1 65.4

Z ác. gr. insaturados 32.4 32.9 34.6

Tabla Z: Porcentaje de ácidos grasos 1nsaturados sobre áCldOS

grasos libres totales.

Honoglicferldos:

Los resultados obtenldos en este caso revelaron una gran

preemlnencla de ÉCIGOSgrasos pol11nsaturados:
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C_‘.officlnalls Q. elongata JanJa se.

0209549-3 49.3 7. 42.3 z 45.7 x

Gamma-6 36.0 z 36.8 z 40.1 z

cmo 9.3 z 14.1 7. 10.1 z

0,5,1 3.4 7. 6.6 7. 4.1 z

ác. gr. saturados 9.3 7. 14.1 '/. 10.1 z

ác. gr. insaturados 90.7 7. 85.9 7. 89.9 °/.

Tabla Q:Porcentajes de ácldos grasos en monogllcérldos.

Galactoslldlgllcérldos:

Los porcentajes de los distlntos ácldos grasos.

1ndependlentemente de la poslclón relatlva que ocuparan en el

esqueleto del ellcerol. 1ndlcó una preponderancia de ácidos grasos

1nsaturados. no tan marcada como en el C380 de 108 monoglicéridos.

g. offlclnaUs C_'.elongata Jania ¿2.

C20¡5w—3 72.9 z 63.7 7. 62.4 7.

Gamma-6 10.6 7. 10.4 7. 9.4 z

Ciózo 14.1 7. 22.2 7. 24.6 Z

Cum 2.4 Z 3.7 7. 3.4 7.

ác. gr. saturados 14.1 ‘/. 22.2 Z 24.8 Z

ác. gr. insaturados 65.9 Z 77.6 Z 75.2 Z

Tabla g: Porcentaje de los d1st1ntos ácidos grasos en

galactoslldlgllcérldos.
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Los resultados obtenidos indicaron claramente una distribución

selectiva de los diferentes ácidos grasos en las distintas clases

de lípidos estudiadas y concuerdan con los datos informados en

literatura [130].

El ácido palmítico se encuentra preferentemente comoácido

libre. mientras que el 0209510-3se encuentra en mayor

porcentaje comoconstituyente de galactosildiglicéridos.

El ácido araquidónico se encuentra uniformemente distribuido

entre las distintas clases de lípidos estudiadas. en mayor

proporción como componente de monoglicéridos sin llegar a ser el

componente mayoritario.

Si se consideran las cantidades relativas de las distintas

clases de lípidos estudiadas. se obtendría una composición de

ácidos grasos totales similar a las informadas en literatura. En

este Trabajo de Tesis no se efectuó dicho cálculo. ya que los

componentes de las ceras no fueron analizados.

ESTEROLES:

Desde los primeros trabajos de Tsuda Y colaboradores

[200-204] la composición esteroidal de algas rojas ha sido

extensamente estudiada [205-228].

A diferencia de 10 observado en las Clases Pnaeophyceae Y

Chlorophyceae [211.214.220]la composición esteroidal de

Rhodophyceae sigue un patrón relativamente simple.
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En la mayor parte de las especies estudiadas se encuentra

colesterol comocomponente mayoritario en porcentajes superiores

al 90 7..Los primeros trabajos publicados sobre este tema

indicaban que el colesterol era el único esterol presente en

algas roJas y que éstas no Diosintetizaban esteroles 0-28 y C-29.

Incluso se postuló que estas algas carecían de las enzimas

capaces de efectuar la alquilación en 0-24 [206].

El desarrollo de nuevas técnicas analíticas principalmente

CGL-EH.permitió la identificación de varios componentes

minoritarios en las mezclas de dichos compuestos. entre ellos

esteroles 0-26, 0-27 y 0-28 [59.207.210,211].

En ciertas especies de algas roJas se ha observado que el

componente mayoritario no es colesterol.

En el alga Rhodymenia palmata (Orden Rhodymeniales), se

detectó colesta-5.24—dien—38—ol(IX) como componente mayoritario

en casi todos los lotes analizados. aunque se observó una marcada

variación estacional en el contenido de este compuesto [207,208].

La presencia de colesta-5.24—dien-38—ol como componente

principal de la fracción esteroidal también ha sido informada en

Gigartlna aclcularls y Schizymenia dubyi (Orden

Gigartinales) [59]y en Porpnyra purpurea (Orden Bangiales)

[206].

En Hypnea japonica e Hypnea musclformls el componente

esteroidal mayoritario es 22-trans-colesta—5.22-d1en-38-01(VIII)

Este compuesto. si bien se lo detecta como componente minoritario

en numerosas especies de algas rojas. se encuentra circunscripto

como componente mayoritario a la familia Hypnaceae (Orden

Gigartinales) (59].
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Otro caso notable es el de algunas especies pertenecientes a

la familia Gelidiaceae (Orden Gelidiales), en particular

GeUdlumamansu, Gelldium subcostata y Pterocladja tennis.

En estas especies los componentes principales de la fracción

esteroidal son estanoles y el componente mayoritario en todas

ellas es colestanol [214].

Los únicos casos en que se ha detectado como componente

principal un esterol 0-26. pertenecen a la familia Rhodomelaceae

(Orden Ceramiales). En Rytiphloea tinctoria se detectó

alla-metilcolest-S-en—3B—ol(XII) como componente principal de

la fracción esteroidal. mientras que en Vidalia volubllls.

Lenormandia prolifera y Amansia glomerata. el principal

componente detectado fue all-metilcolesta-5.24(26)-dien—36—ol (X)

[216].

Estos resultados permitieron descartar la teoría de que las

algas rojas no podían producir alquilaciones en C-24 aunque en la

mayoría de las Rhodophyceae este proceso es poco importante y los

esteroles C-26 y C-29 son componentes minoritarios.

Los ejemplos citados precedentemente constituyen los únicos

casos informados hasta el presente en que el esterol mayoritario de

un alga roJa no sea colesterol.

En las Cryptonemiales. Orden que incluye la familia

Corallinaceae a la cual pertenecen las tres especies estudiadas.

siempre se informó la presencia de colesterol comoprincipal

componente esteroidal. Los resultados obtenidos en este caso (ver

tabla 4, pág. 66) concuerdan en general con este esquema. incluso

en la identidad de lOScomponentes minoritarios.
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El único componente destacable entre lOSesteroles analizados

en este Trabajo de Tesis. fue

24-nor-22-trans-colesta—5.22-dien—3B-ol (VII). Este

compuesto fue detectado en el alga roJa Rhodymenia palmata.

pero su biosíntesis por este organismo no pudo ser demostrada

[212].

Una posible ruta biosintética para este compuesto implicaría

sucesivas de-alquilaciones de una cadena lateral CODun grupo

metilo en 0-24 [221].

F13. 12__82Posible origen biogenético de esteroles C-26.

Esta hipótesis no ha sido aún verificada experimentalmente.

Otra teoría sugiere que los esteroles C-26 podrían provenir de

organismos contaminantes, probablemente diatomeas [222].

La observación microscópica de los lotes de algas estudiadas

no reveló la presencia de diatomeas en cantidades significativas

comopara corroborar esta hipótesis. Por otra parte. el compuesto

VII, fue detectado en cantidades comparables a las de

22-trans-colesta-5.22—dien—36-ol (VIII). colesta-5.24-dien-3B—ol (IX),

metilcolesta—5.24(26)—dien-3B-ol (X) Y alle-et11colest-5-en-3B-ol (XV),
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compuestos que fueron detectados en baja proporción en la mayor

parte de las algas roJas estudiadas hasta la fecha.

Indudablemente.será necesario realizar estudios biosintéticos

mas profundos teniendo en cuenta una posible variación estacional

para aclarar el origen de este esterol C-EÓ.

COHPUESTOS FEHOLICOS:

La presencia de C-7 fenoles es característica en ciertas

familias de algas rojas [47] principalmente comocresoles.

alcoholes bencílicos hidroxilados, benzaldehídos y ácidos

benzoicos. muchos de ellos halogenados.

En general. en el caso de compuestos monohidroxilados, se trata

de p-hidroxi-derivados y en el caso de los dihidroxilados. de

3.4-dihidroxi—derivados.

Todos los C-7 fenoles halogenados informados en literatura

hasta el presente son compuestos con bromo. lo cual no deja de ser

sorprendente si consideramos que la concentración de cloruros

disuelta en el agua de mar es superior en varios órdenes de

magnitud a la de bromuros. Este hecho indica una gran especificidad

en las enzimas responsables de los procesos de halogenación.

La presencia de los compuestos fenólicos detectados en las

algas estudiadas reviste interés desde distintos puntos de vista.

Estos compuestos. derivados de la L-tirosina. pueden ser

intermediarios en la biosíntesis de lanosol, el compuesto fenólico

mas ampliamente distribuido en algas rojas. Esta secuencia

biosintética ha sido estudiada en el alga Odonthafla floccosa

[167.166].
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{0
CH29HC02H CH20002H 3 CH2CHO

: NH2 :

OH OH L OH
L-t1ros1na ác. p-hldroxlfenll- p-hldroxlfenll

plrüvlco acetaldehldo

CH2C02H

ác. p-h1droxlfen11

acétlco

OH

au T o a“ l

CHO CCOZH HO -CHC02H

+ ¡«———

OH OH .1 H0

p-hldroxibenzaldehído ác. p-hldroxlfenll- ác. p-hldroxlfenll

glloxíllco mandéllco

F13.12_9:Ruta blosintétlca de p-hldroxlbenzaldehído a partir de

L-tlroslna. Los compuestos entre corchetes no fueron detectados

en los trabajos citados [167.168].Los compuestos marcados con

asterisco fueron detectados en este Trabajo de T6518.
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Fig. 13_0:Posible ruta blosintética del lanosol a partir de

p-hidroxlbenzaldehído. LOScompuestos entre corchetes no fueron

CH20H

OH

detectados en Cl trabajo citado [166].LOScompuestos marcados

COI)asterisco fueron detectados en este Trabajo de T6515.
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El lanosol posee actividad antibacteriana y es tóxico para

ciertas especies de algas [283]. Además. se ha demostrado que

actúa comoinhibidor de predación frente a ciertos moluscos [224].

Este compuesto también puede encontrarse comosal dipotásica de su

forma disulfatada.

CH20503'K'
Br

Br OH

0803' K‘

F_ig.i_31:Forma disulfatada del lanosol.

Esta sal es mucho menos activa frente a los organismos citados

[225].Por ello se sostiene que las algas productoras de lanosol

lo "almacenan" en forma de la sal no tóxica para luego exudarlo en

forma libre como un mecanismo de defensa químico.

Pedersén y Saenger [45] informaron la presencia de lanosol

comoúnico componente fenólico de Coralljna offlcinaus. La

identificación de este compuesto fue realizada por CGL-EH.

partiendo de una muy pequeña cantidad de material vegetal (4g de

peso seco). En los estudios mencionados no se detectaron ninguno

de los supuestos precursores del lanosol y tampoco se informa la

época del año en que fue recolectado el material vegetal.

Los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis fueron los

siguientes:
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- Coralllna offlcinalis: se detectó p-hidroxi-benzaldehído

(XVI).derivados clorados y bromados de este compuesto (XVII y

XVIII).ácido p-hidroxi-fenilglioxílico (XIX)Y ácido

p-hidroxi-fenilpirüvico (XX)en el mes de mayo. En el mes de

marzo solo se detectó el compuesto XVImientras que en

diciembre sólo se detectó XVIa nivel de trazas.

- Corauina elongata: se detectaron los compuestos XVI Y XVII

en el mes de marzo. mientras que en diciembre se detectó XVIa

nivel de trazas.

—Jania gg: en el mes de diciembre no se detectaron

compuestos fenólicos.

No se detectó lanosol libre ni en forma de sal en ninguna de

las tres especies estudiadas en los meses en que fue recolectado

el material vegetal (diciembre-mayo).

Es probable, dado que en Coraluna officlnalls y

Coraluna elongata se detectaron derivados fenólicos pero no

lanosol, que o no lo produzcan o que lo biosinteticen sólo

durante cierto período del año (invierno) en el cual no se

recolectó material vegetal. En este caso sólo sería factible

encontrar algunos de los precursores biosintéticos del lanosol en

baja cantidad.

Esta última suposición es probable. ya que cuatro de los

compuestos identificados en Coralllna offlclnalls . (XVI.

XVII, XIXy XX)se encuentran relacionados biosintéticamente

entre sí y el compuesto XIXsolo se diferenciaría en el último

paso (la halogenación).
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Además. sobre tOdO en esta última especie. se ODSCI‘VÓuna

marcada variación estacional en la producción de compuestos
fenólicos.

mes (La recolección 7_.comp. fenólicos (mg¿g. tejido seco)

mayo 0.07

marzo 0.01

diciembre trazas

Tabla 1L):PPOGUCCIÓDde compuestos ÍCDÓIICOSen C. offlcinaus

Los resultados obtenidos con Coralljna officinaus

indicarían una mayor producción de compuestos fenólicos hacia los

meses de invierno y una disminución (hasta casi desaparición) en

los meses de verano.

Estos resultados concuerdan con los informados por Phillips y

Towers [226] sobre la variación estacional de bromofenoles en el

alga roja Rhodomela larlx. Estos autores observaron que la

producción de bromofenoles en el alga, que en los meses de

invierno oscilaba en alrededor de 40 mg/g peso seco. disminuía en

verano a menos de iO mg/g peso seco. Estos períodos coincidían con

los de máxima epifitización de la siguiente forma: cuando la

concentración de bromofenoles pasaba por un mínimo (verano), la

cantidad de epífitas era máximay en invierno ocurría a la

inversa. Esto indicaría que la función de estos compuestos no

sería el control de epífitas ya que la concentración de ellos es

mínima en el PCPÍOGOmas favorable para la epifitización.
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Otra teoría sugería la posibilidad de que estos compuestos

fueran productos de desecho. pero esto es muy poco probable.

También se podría descartar una función de producto de

reserva. ya que su concentración es mínima en los períodos de

máxima fotosíntesis. El rol más probable para estos compuestos

sería el de actividad antimicrobiana en el control de organismos

patógenos.

Los mayores niveles de exposición al aire y al sol y la mayor

temperatura del agua en verano. afectan los procesos de producción

y exudación de compuestos fenólicos.

En experimentos 'in vitro' Phillips y Towers [227].

comprobaron que ejemplares de Rhodomela Iarlx sometidos a

estresamiento (cambio en las condiciones de salinidad. temperatura

del agua. exposición a la luz, oxígeno disuelto) exudaban una

cantidad de compuestos fenólicos mucho mayor que ejemplares

testigo en las condiciones 'normales' de su hábitat natural.

Estos resultados podrían correlacionarse con los niveles de

compuestos fenólicos observados en las tres especies estudiadas.

De ellas. la que está sometida a un mayor estresamiento es

Corallina officlnalls ya que al crecer en la zona del

horizonte superior del mesolitoral sufre un mayor cambio de

condiciones a lo largo del año. El hecho de quedar prácticamente

expuesta al aire varias horas al día durante los meses de verano

provoca a su vez un aumento en la temperatura del medio

circundante y un aumento en la salinidad debido a la evaporación.

además de la mayor 6313051616!)al oxígeno Y a la luz.
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De las IPHSestudladas. fue en esta especie donde se han

encontrado lOS mayores DIVCICSde Compuestos fenóucos. lOS cuales

posiblemente fueran exudados durante 108meses de verano. Para

comprobarlo. sería necesario realizar un estudlo de la DPOÓUCCIÓD

de CSÍOScompuestos a 10 largo de tOdO El año Y la exudaclón de

81105al medio circundante.

CAROTENOIDES:

Los carotenoldes detectados en las tres especles estudladas

fueron los slgulentes:\\\\\\\\\
B.B-caroteno (III)

OH

HO

zeaxantina (XXI)

OAc

fucoxantlna (XXIV)
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fucoxantlnol (XXX) OH

(38. SR. GS, 3'S, S'R. 6'S)—fucoxant1nol (XXXI)

(Gm-mutatoxantlna (XXVIII)

(BS)—mutatoxant1na (XXIX)

F18. 13_2:Carotenoldes ldentlflcados en este Trabajo de TESIS.
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ggmguesto '/. _(;_.Q_ff1c_1nalls '/. Q. elongata 7. ¿agua gp.

B.B-caroteno 60.6 74.6 53.3

zeaxantlna 5.0 3.4 2.3

fucoxantlna 14.4 12.2 21.3

fucoxantinol 6.6 6.8 8.9

(Bm-mutatoxantlna 5.5 1.4 7.1

(68)—mutatoxant1na 5.5 1.4 7.1

(6'S)—fucoxant1na tr. tr. tr.

(G’S)—fucoxant1nol tr. tr. tr.

Tabla 1_12Composición porcentual en carotenoldes de las tres

especies estudiadas.

LOSporcentajes expresados en la Tabla 11se refieren a

compuestos aislados Y son sólo aproximados ya que estos compuestos

al tener diferente polaridad. fueron purificados en condiciones

distintas.

En las tres especles se observa un perfil similar. con

pequeñas variaciones.

La presencla de B.B-caroteno comocarotenolde mayoritario en

las treS especies estudiadas no es sorprendente. ya que este

compuesto se encuentra ampliamente dlstribuído en la clase

Rhodophyceae Y es el componente mayorltarlo en numerosas especies.

Tampocollama la atención la presencia de zeaxantlna ya que es

un carotenoide común en algas rojas. aunque se 10 encuentre en

pequeñas proporciones.
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Es notable la ausencia de otros dos carotenoides usualmente

detectados en algas rojas. como B.€-caroteno y luteína. En los

estudios realizados por BJórnland y Aguilar-Hartínez [87] y

Liaaen-Jensen [79.80]estos compuestos se encontraban presentes en

la mayor parte de las especies de algas rojas estudiadas. En

algunas especies se encontraban ausentes ambos compuestos, lo cual

podría significar que esas especies carecen del sistema enzimático

necesario para la €—ciclación.conducente al grupo terminal común

a ambos compuestos. Este parecería ser el caso de las tres

especies de Corallinaceae estudiadas.

La presencia de fucoxantina y fucoxantinol en las tres

especies da lugar a varias consideraciones. La fucoxantina fue

aislada en forma cristalina en 1914del alga parda Fucus

vesiculosus [226].La estructura de este compuesto fue elucidada

por Weedon y colaboradores en 1969 [121]y su configuración

absoluta fue determinada por el mismo grupo en 1976 [229]. Es el

carotenoide mayoritario en Pnaeophyceae (algas pardas) y

Chrysophyceae [45] y también ha sido detectado en Dinophyceae

(dinoflagelados) [79.60].Haptophyceae [46]. Bacillariophyceae

(diatomeas) y Xantopnyceae.

En el caso de Rhodophyceae. la presencia de fucoxantina es

cuestionada comoya fue puntualizado en el capítulo sobre

carotenoides. BJornland y Aguilar-Hartínez [87]. detectaron

fucoxantina en Bangla fuscopurpurea (Bangiaies).Nemauon

nelmintoides (Hemaliales).Ceramium rubrum y Pousjpnonja

brodiaei (Ceramiales).
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Estos autores atribuyeron el origen de la fucoxantina a la

presencia de diatomeas en el material vegetal estudiado Y

demostraron la ausencia de fucoxantina en material de cultivo de

Bangla fuscopurpurea y Geranium rubrum.

Sin embargo. no pudieron explicar el elevado porcentaJe de

fucoxantina detectado en "emanan nelmintoides (43 7.).Este

valor correspondería a una cantidad de fucoxantina cuatrocientas

veces superior a la esperable teniendo en cuenta la cantidad de

diatomeas presentes en la muestra.

Sobre la base de estos datos. la fucoxantina no es

definitivamente descartada comocarotenoide característico de

algas rojas. pero su presencia es cuestionable. No existe hasta el

presente ningún estudio sistemático sobre los carotenoides del

orden Cryptonemiales.

La presencia de fucoxantinol en algas es bastante mas

restringida que la de fucoxantina a pesar de ser su probable

precursor biosintético. llo es el componente mayoritario en ninguna

de las clases de algas y solamente ha sido detectado con asiduidad

en las clases Haptophyceae y Xantophyceae. No ha sido detectado

hasta el presente en algas rojas. dinoflagelados o diatomeas.

Cabe concluir entonces que tanto la fucoxantina comoel

fucoxantinol son biosintetizados por las Corallinaceas y que los

resultados obtenidos hasta el momentoson discutibles o poco

definitivos debido a la falta de estudios sobre carotenoides en

algas del orden Cryptonemiales y al escaso número en algas rojas

en general.
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Esta conclusión se vería reforzada por los siguientes hechos:

—Estos compuestos son los carotenoides mas importantes, luego del

B.B—carotenoen las tres especies estudiadas. Se los ha

detectado incluso en porcentajes mayores que el de la zeaxantina

(un carotenoide característico de algas roJas).

—La presencia simultánea de fucoxantina y fucoxantinol y la

cantidad en que se encuentran restringe notoriamente el número

de posibles organismos contaminantes capaces de producirlos. El

fucoxantinol no es producido por diatomeas ni por

dinoflagelados.

- El exámen microscópico de ejemplares de las tres especies

estudiadas no reveló la presencia de organismos colonizantes en

grado tal comopara producir las cantidades detectadas de

fucoxantina y fucoxantinol.

En caso de contaminación por dinoflagelados se debería haber

detectado peridlnina. carotenoide mayoritario en esta clase de

organismos.

F13. 133:Peridinina.
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—La presencia de los epímeros 6'S tanto de la fucoxantina como del

fucoxantinol, aún cuando el origen de ellos no esté

definitivamente aclarado, sería muy difícil de explicar como

provenientes de organismos contaminantes ya que sólo ha Sido

detectado el primero de ellos en algas pardas del género

Fucus. productoras de fucoxantina.

La presencia de los epímeros G’Sde la fucoxantina y el

fucoxantinol. XXVIIy XXXIrespectivamente. resulta interesante

desde el punto de vista biogenético.

Ya en el año i942, Strain [232.233]informaba sobre tres

isómeros interconvertibles de fucoxantina. de los cuales el

componente mayoritario "natural" fue el identificado como6'R

(fucoxantina) por Weedon [121].El mismo grupo consiguió

artificialmente. por estereomutación de la fucoxantina en benceno

con trazas de Ia en luz difusa. producir tres isómeros que

coincidían cromatográficamente con los informados por Strain [169].

Dos de estos compuestos fueron identificados como 13-C15y

13’-cis fucoxantina. La mezcla de ambos coincidía con uno de

los isómeros informados por Strain. El compuesto restante fue

identificado como el epímero en C-G’de 1a fucoxantina en el cual

el grupo alénico tenía configuración 6'S en lugar de 6'R. Estos

compuestossintéticos fueron caracterizados espectroscópicamente.

lo cual permitió detectarlos comoproductos naturales. El grupo de

Weedondetectó el epímero 6'S comocarotenoide minoritario (hasta

6 '/. respecto del 6’R. fucoxantina) en extractos del alga parda

FUCUSserratus.
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Sobre la base de resultados obtenidos con moléculas mas

pequeñas. existe la teoría de que el epímero 6’S es precursor

biosintético del mayoritario 6'R. tanto en fucoxantina comoen

neoxantina (los dos carotenoides alénicos mas conocidos).

Isoe y colaboradores [234] obtuvieron por oxidación

fotosensibilizada de B-ionol en presencia de trazas de álcali dos

productos (i y 2), uno de los cuales fue caracterizado como un

aleno de configuración GS.

,hJ/ '
02 + M‘OH

/ OH o o”

. 'fiwk
H

(1) (ll)

Fig. gg}: Oxidación fotosensibilizada de B-ionol.

Al realizar la misma reacción partiendo de 3-hidroxi-B-ionol y

posterior oxidación con Hnoa del alcohol alílico formado. los

mismos autores [235] obtuvieron (iii). epiméro en C-6 con el

compuesto (iv). aislado de las secreciones defensivas del

saltamontes Ramalea microptera. Por fotoisomerización del

grupo alénico del compuesto (iii), los mismos autores obtuvieron

una mezcla (1:1)de ambos epímeros.
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OH
.1JO2.hV.OH_-——>

o ./
OH3-h1droxl-B-1onol (111)

OH

OH..___á.Y
(1V)

F13. 1g): oxidación fotosenslblllzada de 3-h10roxl-B-1onol.

EStOSresultados llevaron a ISOC[236] a postular la

blogénesls de lOSgrupos terminales alénlcos de la fucoxantlna Y

neoxantlna por un mecanismosimilar a partir de la zeaxantlna. En

este caso. las lsomerlzaclones serían inducidas por la luz natural

0 por OXÍECDOsingulete [237].

H

I/ /\
t““OH

HO HO

zeaxantlna (6'S)-fucoxant1na (6'R)—fucoxant1na

F13. 1_39:Hipótesis b1ogenét1ca de Isoe.
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Esta hipótesis no pudo ser demostrada. Posteriormente.

Hilborrow y colaboradores (ver cap. carotenoides. pag. 29).

demostraron la formación de neoxantina a partir de

zeaxantina-[H’C] en cultivos libres de células del

dinoflagelado Amphidlnium carterae.

Estos autores postularon la intermediación de violaxantina.

(con un grupo 5.6-epóx1do). pero aún no fue demostrada.

B: ¡y

HJ s //f \ \ °
Ïm —-* .wOH

H0 H' HO
H+

grupo terminal grupo terminal

5,6-epóxido alénico

Fig. 13_7:Hipótesis biogenética de Hillborrow.

Según Weedon [169] el hecho de haber detectado el epímero 6’S

de la fucoxantina (XXVII)en Fucus serratus reforzaría la

teoría de Isoe sobre el rol biosintético de este compuesto.

Los epímeros G’Sde la fucoxantina y del fucoxantinol. XXVII

y XXXI.también podrían formarse por isomerización fotoquímica a

partir de los correspondientes isómeros G’R.El hecho de haber

detectado el epímero del fucoxantinol (probable precursor de la

fucoxantina) reforzaría esta última hipótesis.
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Indudablemente, esta cuestión será definitivamente aclarada

cuando se elucide totalmente el mecanismo de la biosíntesis de

fucoxantina a partir de zeaxantina.

Se puede concluir casi con certeza. que tanto la fucoxantina

comoel fucoxantinol y sus epímeros 6'S son producidos por las

tres especies de Corallinaceae estudiadas. Estos resultados

representarïan el primer informe sobre la presencia de

6’S-fucoxantina. fucoxantinol y 6’S-fucoxantinol en algas rojas.

Los compuestos XXVIII y XXIX.(BR) Y (BS)-mutatoxantina. se

encuentran ampliamentedistribuidos en plantas superiores. sobre

todo entre las Rosáceas. También fueron detectados en líquenes.

comolos carotenoides mayoritarios del género Xantnorja [238].

Sin embargo, la estructura de estos compuestos no fue elucidada

hasta el año 1962 [174].

En el ámbito marino, se los ha detectado en el alga roja

microscópica Erytnrotricnja carnea [239].En este caso. eran

artefactos producidos durante el almacenamiento por varias semanas

del material vegetal. previo a la extracción. y siempre se los

detectó en muy pequeña cantidad. Estos compuestos no fueron

detectados en material fresco. y probablemente se formaron por

reordenamiento del grupo 5.6-epóxidode la antherazantina.

carotenoidemayoritario en Errthrotrichia carnea.

En dos de las especies estudiadas. Coraluna offlcinaus y

Jaru'a sp. se detectaron ambos epímeros en cantidades

apreciables, mayores aún que las de zeaxantina. En Coralu'na

elongata. se lOSdetectó en muy pequeña cantidad.
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La posibilidad de que se tratara de artefactos puede ser

descartada. ya que en todos los casos se extrajo el material

vegetal fresco y en frío y en ninguno de los extractos estudiados

se pudo detectar antheraxantina. posible precursor de estos

compuestos.

Estos resultados representarían la primera ocasión en que

estos compuestos epiméricos son detectados como productos

naturales en el ámbito marino.

GALACTOSILDIGLICERIDOS:

Los resultados presentados en la tabla 9. son coherentes en

cuanto a la composición de la fracción de ácidos grasos

correspondiente a los galactosildiglicéridos. Comoya fue

remarcado en el capítulo correspondiente. se observan diferencias

sustanciales en la composición de esta clase de lípidos respecto

al grado de insaturación de los grupos acilo constituyentes de los

mismos. No son sorprendentes entonces, los elevados niveles de

ácidos grasos poliinsaturados detectados en las tres especies

estudiadas.

El rol que cumplen estos ácidos grasos poliinsaturados no ha

sido aün elucidado. En plantas superiores también se observa un

elevado porcentaje de ácidos grasos insaturados. aunque en este

caso se trata principalmente de ácidos 0165 y 0155. En algas

y museos se observa en cambio. Caom y 0205.
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Debido a que estos lípidos son componentes mayoritarios de las

membranas de cloroplastos. se cree que cumplen un rol estructural

estrechamente relacionado a la función fotosintética. Por lo

tanto. existe la teoría de que en plantas inferiores los ácidos

C20”;ry 020,5 reemplazarían al 0153 en este rol.

Tambien se postula que estos ácidos grasos presentes en los

galactosildiglicéridos (componentes de membrana). permiten

mantener intacta la estructura de los cloroplastos. aún baJo

condiciones adversas.

En cuanto a la composición de los galactolípidos en las tres

especies estudiadas, los resultados presentados en la tabla 5.

permiten observar una gran similitud entre Coraluna elongata

y Jani'a sp. Las diferencias que se observan en Coraulna

officinalis son las siguientes:

- un aumento del compuesto XXXII.con dos grupos acilo Caos. y

una disminución de la proporción del compuesto XXXIV.con un

grupo 0205 y otro 016,0.

—la presencia del compuesto XXXVII.con dos grupos acilo Ciao,

el cual no fue detectado en C. elongata y Jania sp.

El aumento del grado de insaturación en los galactolípidos de

Corauina officinaus podría estar relacionado con el marcado

cambio de condiciones (temperatura. salinidad. exposición al aire)

que experimenta esta especie al tener su hábitat en la zona del

mesolitoral. Un mayor grado de insaturación en los componentes de

membrana podría contribuir a una mayor adaptación de ésta a los

cambios de condiciones ambientales.
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La distribución proporcional de 105distintos áCldOSgrasos en

lOSgalactolípidos obtenidos de Jania 519.,permitió obtener

lOSsiguientes resultados:

P—°-"‘1°1‘>ln 91m 21m 92925 929;;

sn-i 19.9 52.1 71.3 63.5

sn-2 60.1 l¡»7.9 28.7 36.5

Tabla 1_2:Distribución de los distintos ácidos grasos en las

diferentes posiciones del esqueleto de glicerol en

galactosildiglicéridos de Jaula SP.

Se observa que el ácido Ciegose ubica preferentemente en

posición sn-P, el Cum se distribuye uniformemente entre

las dos pOSiciones y los ácidos C-20 poliinsaturados se

encuentran principalmente en posición sn-i. El menor

porcentaje de 0205 en posición sn-i con respecto a

Cao“ se debe a la elevada proporción del compuesto XXXII.

La distribución de ácidos grasos en Janla 5p.. teniendo

en cuenta la longitud de cadena mostró IOSsiguientes

resultados:

posición (¿9 (¿-¿g (_3-_2(_>

sn-i 13.2 4.1 82.7

SII-2 53.! 4 1 42 8

Tabla i_3:Distribución de ácidos grasos en galactolípidos de

Jania SP. según la longitud de cadena.
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Los resultados obtenidos concuerdan con lo observado en

general en galactolípidos de plantas inferiores. Se observa que

los ácidos de C-16 tienden a ocupar la posición sn-E (se ha

verificado en otros organismos que es independiente del grado de

insaturación) mientras que la posición sn-i tiende a estar

ocupada por un ácido 0-20. Nuevamente. el elevado porcentaje de

C-20 en posición sn-i. se debe a la gran cantidad del

compuesto XXXII.con dos grupos 020,5.

En cuanto a los resultados obtenidos en los

galactosildiglicéridos individuales. se observó por EH/FAB+que

en los casos en que se identificó un grupo acilo C-iG y uno C-20

(XXXIVy XXXV).el grupo C-16 ocupaba en la mayoría de los casos

la posición sn-B y el C-EOla posición sn-i. En el caso

del compuesto XXXIII.con dos grupos 0-20 de diferente grado de

insaturación se observó tal cual lo esperado. que el más

insaturado tendía a ocupar la posición sn-E.

En el caso del compuesto XXXVI.con un ácido C-16 y otro 0-16.

no se observó una especificidad en cuanto a las posiciones que

ocupaban.

Estos resultados constituyen la primera aplicación de la

técnica de EH/FAB”al análisis estructural de

galactosildiglicéridos. Esta técnica es particularmente ventajosa

con respecto a la de impacto electrónico porque permite observar

el ion cuasimolecular y obtener el peso molecular de estas

sustancias térmicamente lábiles. además de dar en algunos casos

fragmentos con información valiosa sobre la estructura de estos

compuestos.
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PARTE EXPERIMENTAL



INSTRUMENTOS X HETODOS EMPLEADOS:

Los puntos de fusión (p.f.) fueron determinados en un aparato

Fischer-Johns y no fueron corregidos.

Los espectros de absorción ultravioleta-visible (UV-Vis)de

carotenoides fueron realizados en un espectrofotómetro BecKman

DK-EAen soluciones metanólicas o clorofórmicas.

Los espectros de absorción infrarojo (IR)fueron realizados

en un espectrofotómetro Perkin-Elmer 710-B.en suspensión de

nuJol o en film.

Los espectros de masa (EH).fueron realizados a 70 eV en un

espectrómetro de masa Varian Hat CH-‘ïAcon sistema de

introducción directa de muestra y sistema de procesamiento de

datos Varian Hat Spectra System 166 con teletipo Tektronix 4010-1

e impresor Tektronix 4631.

Las cromatografías gas-líquido combinadas con espectrometría

de masa (CGL-EH)fueron realizadas en un sistema compuesto por un

cromatógrafo gaseoso Varian i400 acoplado a un espectrómetro de

masa Varian Hat CH-7Acon procesador automático de datos Varian

Hat Spectra System 166 con teletipo Tektronix 4010-1 e impresor

Tektronix 4631 o en un equipo Hewlett-Packard 5970 B Hass

Selective Detector.

Los espectros de masa de galactolípidos fueron efectuados en

un espectrómetro de masa ZAR-SEO(VG)híbrido BEQG(B: sector

magnético. E: sector eléctrico. 0: cuadrupolo) (Fig. 137),siendo

la sección BE de alta PCSOIUCIÓDde simetría reversa.
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DETECÏOR 1

B Á1:;17.:::;_._;\=:_;.-——b+—-=ïï. /<,"
CAMARA DE
COLI SION 2

x0
CAMARA DE
COLISION |

FUENTE

ZAB "ZEO. . _»¡_oerecmn 3

gls. mi: Esquema del espectrómetro ZAB-SEG(VG)hibrldo BEOO.

El 1nstrumento fue operado en modo de lones p051t1vos.

La lonlzaclón por impacto electrónico fue efectuada con

emisión electrónica de 70 eV y corriente de emisión de 1 mA sobre

la muestra introducida en la fuente (200 -C)por sonda para

1ntroducc1ón directa.

La lonlzaclón por FABfue efectuada utilizando una pistola de

iones cesio (Cs) a 40 KV y callbraclón de masas utillzando CSI.

La muestra fue introducida dlrectamente en la cámara de iones

sobre una matriz conteniendo alrededor de a ul de alcohol

m-nltrobencíllco. En algunos casos se efectuó el agregado a la

matriz de solución de NaClpara precatlonlzar la muestra.

El voltaje de aceleración fue en todos los casos de 8 KV.
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Los espectros obtenidos para estudio de secuencia genética se

efectuaron por CID(disociación inducida por colisión) en la Lía

región libre de campo utilizando comocámara de colisión gaseosa

el primer cuadrupolo (01)(no analizador) operado sólo por

radiofrecuencia para este propósito. Las colisiones de baja

energía (c.a. 30 eV) se hicieron utilizando argón como gas de

colisión a una presión de c.a. 2 x 10'5 mbar para condiciones

de simple colisión. Los iones hiJo formados fueron analizados en

el segundo cuadrupolo (02) con resolución unitaria.

La detección de iones se efectuó por el sistema de

fotomultiplicadores y en los casos en que fue necesario mejorar

la relación señal-ruido para señales débiles. se efectuó por

analizador multicanal.

En los espectros utilizando sólo el analizador sectorial BE

se utilizó el detector 2 y en los estudios de secuencia genética

con el sistema hibrido BEOO.se utilizó el detector 3.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrógeno

(RHN-ÏH)fueron realizados a 100.1 HHz en un espectrómetro

Varian XL-iOO-iS.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono 13

(RHN-130)fueron realizados a 25.2 HHz. en un espectrómetro

Varian XL-iOO-iSutilizando pulsos de 45' Y velocidad de

repetición de pulsos de 0.71 seg.

Los espectros RHN-130totalmente desacoplados de hidrógeno

fueron obtenidos por irradiación a la frecuencia central de 4 ppm

del espectro RHN-ill.
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La multiplicidad de las señales en RHN-13cfue determinada

mediante la técnica de APT(Attached Proton Test). utilizando una

secuencia de pulsos: 9033-1-1603Y-T-FID ('r: 7 mseg),

desconectando el desacople en el período entre los dos pulsos.

Todos los espectros RHN-1Hy 13Cfueron realizados en

solución de deuterocloroformo utilizando tetrametilsilano (THS)

comoreferencia interna. Los desplazamientos químicos se indican

en partes por millón (ppm) y las constantes de acoplamiento (J)

en Hz. Las abreviaturas utilizadas en la descripción de los

espectros son: s. singulete; d. doblete: t. triplete: m.

multiplete; 5.a. singulete ancho; c. cuarteto.

El estigmasterol testigo fue adquirido a Aldricn Chemical Co.

Inc. El sitosterol Y colesterol testigos fueron adquiridos a

Sigma Chem. Co.

Los restantes testigos de esteroles fueron gentilmente

suministrados por el Dr. C. DJerassi (Department of Chemistry.

Stanford University, California). el Dr. Hichel Barbier (Institut

des Substances Haturelles. Gif-sur Yvette). el Dr. Glenn w.

Patterson (Department of Botany. University of Maryland) y el Dr.

César Catalan (Universidad Nacional de Tucumán).

El escualeno testigo fue adquirido a Eastman Chemical

Company.

Todos los solventes empleados fueron purificados por

destilación. La evaporación de los solventes fue efectuada a

temperaturas menores de llo-Cy a presión reducida. Las mezclas de

solventes están expresadas en relaciones de volúmenes (V/V).
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METODOS CROHATOGRAFICOS:

a) Cromatografía e_n(¿La delgada (c.c.d.):

Se utilizaron las siguientes cromatoplacas:

silicagel 60 preparadas sobre hoJas de aluminio (HercK).

espesor: 0.2 mm.con indicador de fluorescencia a longitud de

onda 254 nm (F254).

silicagel 60 sobre hojas de poliéster (Aldrich o Sigma),

espesor: 0.2 mm.con indicador F354.

silicagel 60 de alta resolución (HPTLC-HercK), con indicador

F254

fase reversa de alta resolución 0-16 (HPTLC-HercK). con

indicador F254.

Los agentes de revelado utilizados fueron los siguientes:

vapores de Ip.

"980,. "¡,0 (1:1)y posterior calentamiento en estufa a

iio-(I.

FeCl3 2 Z en etanol.

b) Cromatografía eL)(api) preparativa:

Para muestras de menos de 40 mg. se utilizaron en forma

preparativa cromatoplacas de silicagel 60 (HercK o Sigma) sobre

vidrio, de 20 x 20 cm de superficie y 0.25 mm de espesor. con

indicador de fluorescencia a longitud de onda 254 nm (F254).

En caso de mayor cantidad de muestra se prepararon placas de

silicagel 60 G (Merck) de 2 mm de espesor sobre placas de vidrio

de 20 x 20 cm de superficie.
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c) Cromatografía "flash" e_ncolumna sig:

Este método fue empleado para un fraccionamiento rápido y

eficiente de los extractos y para algunas separaciones

cromatográficas (diferencia de Rf entre las sustancias no menor

de 0.2). La técnica utilizada fue la siguiente:

Para el fraccionamiento de 30 g de extracto se utilizó un

embudocilíndrico con placa filtrante de vidrio sinterizado de

1.2 litros de capac1dad y 300 g de silicagel 60 G o H (grado

c.c.d.) (Herck). Se colocó la silica en el embudo y se compactó

golpeando suavemente el vástago del embudo sobre una superficie

de madera. Se colocó el embudo con la silica compactada en un

Kitasato de 2 litros de capacidad.

Se agregó el extracto (generalmente en forma de pastilla con

silicagel) y se distribuyó homogeneamentesobre la superficie de

la sílica. Finalmente. se colocó un disco de papel de filtro

sobre la pastilla a fin de no erosionar la superficie de la misma

con el agregado de los solventes.

Se agregó el primer solvente y se eluyó aplicando succión al

Kitasato por medio de una trompa de agua. llevando a sequedad. Se

trasvasó el eluído a un recipiente adecuado y se agregaron

sucesivamente los solventes de polaridad creciente. llevando a

sequedad luego del agregado de cada uno.

En el caso de los extractos crudos se colectaron fracciones

de 600 ml con cada solvente y se utilizaron mezclas de éter de

petróleo/acetato de etilo de polaridad creciente_y luego acetato
de etilo/metanol.

-185



En total. se utilizaron quince mezclas de solventes (ver

descripción pág. 65) De esta forma, se 60113181116un

fraccionamiento eficiente de 30 8 de extracto en el lapso de tres

horas.

d) Cromatografía gi columna:

Se utilizaron como adsorbentes silicagel H (HercK) y

silicagel 60 Herck (mesh 830-400) para cromatografía "flash". En

estos casos. las cromatografías fueron realizadas a mediana

presión utilizando aire comprimido.

También se utilizó una columna armada con 20 g de Sephadex

¡Jl-VPOen HeOl-lpara la purificación de la mayor parte de los

carotenoides identificados en este Trabajo de Tesis.

e) Cromatografía gas—líquido (C_GL):

Las cromatografías gas —líquido (CGL)fueron realizadas en

un cromatografo Hewlett-Packard 5640-A o Hewlett-Packard 5690.

Ambosequipos contaban con detector de ionización de llama (FID)

y se utilizó nitrógeno comogas portador. Las condiciones y

columnas empleadas se indican en cada caso.

Fueron utilizadas las siguientes columnas:

Columnas empacadas:

i) SE-30 37., long. 6 pies. 2 mm (1.1.. soporte Chromosorb WAV

DHCS 60-100.

2) OV-iOi EZ. long. 4 pies. 2 mm d.i., soporte: Chromosorb WAV

DHCS 80-100.
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3) 0V-17 37.. long. 6 pies. 2 mm (1.1.. soporte: Chromosorb WAV

DHCS 80-100.

4) HPGS B 7.. long. 6 pies. 2 mm (1.1., soporte: Chromosorh WAV

DCHS 80-100.

Columnas capilares:

i) SP-2100. long. 12 m. 0.25 mm (1.1.

2) SP-2340. long. 30 m. 0.25 mm G.1.

3) HP-S. long. 12 m. 0.2 mm (1.1.

f) Cromatografía líqulda gg ¿lg resoluclón (CLAR):

Las cromatografias líquidas de alta resoluc1ón (CLAR)fueron

realizadas en un cromatógrafo H1cromer1t1cs equlpado con un

detector de índlce de refracción modelo 771 y un 1nyector manual

H1cromer1t1cs 730. Las columnas cromatográflcas ut111zadas en los

dlstlntos casos fueron las s1gu1entes:

Alltech R-Sll C-16 (High Load) (10 um. 250 X 10 mm. 1.a.)

Altex Ultrasphere ODS (5 um. 250 x 10 mm. 1.a.)

Las mezclas de solventes utilizadas se indican en cada caso.

y están expresadas en relaciones de volumen. Los solventes de

eluclón utilizados fueron purlficados por bldestllaclón en todos

lOS casos.
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REACCIONES GENERALES:

a) Sagonlflcaclón:

La muestra a saponlflcar (10 mg) se suspendió en una soluclón

de KOHen metano] (lo ml. ll 7.).Se reflujo durante una hora y se

dejó enfriar. Se agregaron 20 ml de agua y luego se extrajo con

dlclorometano (3 z 25 ml). La fase orgánica se lavó sucesivamente

con agua (2 x 25 ml). HCl 5%(ax 25 ml) y finalmente con agua

hasta pH neutro de las aguas de lavado. La solución clorofórmica

así obtenlda fue secada con Hgsoq anhldro y el solvente

evaporado a presión reducida.

b) Hetllación m (maga:
La muestra (10 mg) fue disuelta en éter etíllco y se

agregaron gotas de una solución etérea de dlazometano hasta

persistencla de un color amarlllo intenso. La solución fue

dejada en reposo durante media hora y luego llevada a sequedad

con corriente de nitrógeno bajo campana.

c) Hetllaclón por transesterlficaclón g_ medio ác1do:

La muestra (10 mg) fue trasvasada a un tubo de 10 ml con

tapa a rosca. Se agregaron 2 ml de una solución de HCl en

metano] (2 Z). Se cerró el tubo con la tapa a rosca y se calentó

durante una nora en baño de agua a ebullición. Se dejó enfriar.

y se agregó 1 ml de hexano. se agltó vigorosamente y se separó

la fase superior CODplpeta capilar. Este pI‘OCCSOfue repetido

-166



dos veces y las fases orgánicas reunidas fueron neutralizadas

con HaHC03.filtradas y concentradas bajo corriente de

nitrógeno.

d) {123M M (¿egalactolípidos:
La muestra (10 me) fue calentada a 100 -C durante una hora con

2 ml de HCl 27.en un tubo cerrado con tapa a rosca. La suspensión

acuosa fue extraída repetidas veces con AcOEt.y la fase orgánica

fue descartada. La fase acuosa fue neutralizada por el agregado de

NaHCO3(s) y concentrada a presión reducida a fin de preparar
lOSalditoles acetilados de lOShidratos de carbono.

e) Preparación (Laalditoles acetilados:

Se disolvió el hidrato de carbono (2 mg) en agua (i ml) y se

agregaron 10 mg de borohidruro de sodio y una gota de NH3(c) y

se dejó a temperatura ambiente durante una noche. Luego se agregó

AcOHgota a gota hasta pH: 5 y se llevó a sequedad a presión

reducida. Se agregó l ml de metanol y se llevó a sequedad. Este

procedimiento fue repetido cinco veces a fin de eliminar el ácido

bórico formado. Luego se agregó 2 ml de una mezcla anhidrido

acético/piridina (1:1)y se calentó a 100 -C durante una nora. Se

volcó sobre agua (2 ml) y se extrajo tres veces con i ml de

CH2C12.La fase orgánica se secó con Ha2804 anhidro y se

concentró bajo corriente de N2. El análisis por CGLde los

alditoles acetilados formados fue efectuado utilizando una columna

capilar HP-S (ver pág. 187). temp. 100 ---> 200 -C; 5 -C/min.
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ESPECI ES VEGETALES ESTUDIADAS:

Las tres especies estudiadas. Coralllna offtctnalls.

CoralUna elongata y Jania 5p., fueron clasificadas por la

Dra. Elsa Lacoste de Díaz (Departamento de Blología. F.C.E.y ¡«L-UBA)

Ejemplares de Jania sp. de los lotes estudiados se

encuentran actualmente en estudlo por la Dra. Haría L. Hendoza

(CADIC—Ushuala) a fin de claslficar definltlvamente la especie.

COPEIIIfla OfflCIflaLlS ZFue recolectada a mano en lOS pozos de

marea de la zona del mesolltoral en la costa rocosa de leamar

(Prov. de Buenos A1res) durante períodos de marea baja.

Coraluna elongata: Fue recolectada en rocas de la zona del

mesolltoral en leamar (PPOV.de Buenos Alres) durante períodos de

marea baja.

Jania SPJ Fue recolectada a mano en rocas de la zona del

mesolltoral en Punta Cantera (Har del Plata- Prov. de Buenos

Alres) durante períodos de marea baja.
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PROCESAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL:

El material vegetal fresco (10 Kg) fue lavado con agua dulce

y homogeneizado con etanol 95 7. (10 litros). utilizando una

licuadora Osterizer Cycle Blend a las pocas horas de recolectado.

El material así homogeneizadofue transportado en frascos de

vidrio a Buenos Aires. donde se continuó el procesamiento.

Se separó la fase líquida por decantación, y se agregaron 5

litros de etanol 95 7.al residuo Sólido. La suspensión se agitó

mecánicamente a temperatura ambiente durante dos horas. se dejó

reposar veinticuatro horas y se decantó la fase liquida,

reuniéndola con la anterior. Este proceso fue repetido tres veces

utilizando 5 litros de 0H3013.luego de lo cual se comprobó

que el extracto estaba prácticamente agotado.

El análisis por c.c.d. indicó que los perfiles

cromatográficos de los extractos etanólico y clorofórmico eran

Similares. por lo tanto se los reunió y se trabajó con el

extracto total.

El mismofue concentrado a presión reducida a temperatura

inferior a 40-0. La suspensión acuosa resultante fue extraída

repetidas veces con 0142012.La fase orgánica fue secada con

Ha2804anhidro, filtrada y llevada a sequedad a presión

reducida. obteniéndose de esta forma el extracto crudo.

Durante las distintas etapas del procesamiento de los

extractos. se conservaron los concentrados de los mismos a

temperatura de -30-C.Una metodología similar se siguió con las

distintas fracciones dEl extracto crudo.
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ESTUDIO QUIMICO D_ECORALLINA OFFICINALIS:

Se recolectaron 9.8 Kg de material vegetal fresco a partir del

cual se obtuvieron 314 g de extracto crudo.

Dicho extracto fue fraccionado tal cual se describe en la

página 65. obteniéndose las siguientes fracciones: fracción i.

0.51 g; fracción 2, 0.84 g; fracción 3. 4.87 g; fracción 4. 2.95 g;

fracción 5. 1.61 g; fracción 6. 4.33 g; fracción 7. 3.23 g;

fracción 6,(189 m fracción 9.122 g.fracción HL L01 m

fracción ii. 0.11 g; fracción 12. 0.96 g, fracción 13, 0.22 g;

fracción 14. 3.76 g; fracción 15. 7.10 g.

De la fracción i. se aislaron los siguientes compuestos por

cromatografía "flash" en columna de silicagel (solvente: éter de

petróleo): n-heptadecano (I. 320 mg). escualeno (II. 45 mg) y

Bficaroteno GIL 95 mg» Se detectaron por CGL-EHtrazas de

n-pentadecano y azufre.

Las fracciones 2 y 3 estaban constituidas por ceras y no

interesó estudiarlas para el presente trabajo.

De la fracción 4 se aisLó por cromatografía en columna de

sincagelli(solvente:éter de petróleo/CHECla9n)cfl éster
etílico del ácido eicosapentaenoico (IV. 245 mg).

Por cromatografía en corumnade siucagelli(solvente:

gradiente éter de petróleo/CHECle)de la fracción 5. se

consiguió aislar trans- fitol (V. 65 mg) y una mezcla de

ácidos grasos (950 mg) analizada conjuntamente con las

provenientes de las fracciones 6 y 7.
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La fracción 6 fue cromatografiada en columna de silicagel

(Hesh 230-400. solvente: CHECla),obteniéndose una mezcla de

ácidos grasos (3.42 g). y otra de esteroles (430 mg).

Los ácidos grasos de las fracciones 5. 6 y 7 fueron

identificados por cromatografía gaseosa de sus ésteres metílicos

(preparados según la técnica b) utilizando una columna capilar

SP-v23ll0(ver pag. 187) y comparación de sus tiempos de retención

con los de compuestos patrones.

Se identificaron los siguientes ácidos grasos: Ciao

(61.1 7.), 016:, (14.3 x), caos w-3 (6.6 7.). cgofl w-e

(6.1 7.). 0,6,1 (5.o 7.). cmo (4.1 7.). cmto (1.3 7.).

01520 (0.6 2).

Los esteroles de las fracciones 5. 6 y 7 fueron fraccionados

por CLAR (columna Alltech RSil C-16. 10 u. 500 mm X 10 mm.

(eluyente : metanol) y las fracciones obtenidas fueron analizadas

por CGL (col. capilar SP-BIOO. ver pág. 167) y CGL-EH (col. 0V-17

37.,ver pág. 186)y se identificaron los siguientes compuestos:

colest-S-en-3B-ol (VI. 95.6 Z); colesta-5.24—d1en—38—ol (IX.1.07.)

22-trans-colesta—5.22—d1en—3B-ol (VIII. 0.9 '/.):

all-metilcolesta—5.24(26)—dien-3B—ol (X. 0.7 Z):

all-nor-colesta—5.22—dien—38-ol (VII. 0.2 Z);

22—trans-24-g-metilcolesta—5.22—dien—33—ol (XI, 0.6 Z);

24g-etilcolest-S-en-ïlB-ol (XV. 0.5 7.);

24-a-metilcolest—5—en-38-ol (XII. 0.5 7.):

24-a-metil-5a-colestan—36—ol (XIII. trazas);

24-1:rans-E4-etilcolesta—5.24(26)—d1en-38—ol (XIV. trazas)
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La fracción 7 fue cromatografiada en columna de silicagel H

(solvente: gradiente CHECla/HeOH)y se obtuvieron ácidos

grasos (2.44 8). esteroles (370 mg) Y una fracción enriquecida en

compuestos fenólicos (44 mg).

Los componentes de la fracción fenólica fueron

subfraccionados por c.c.p. (solvente: CH¿Cla/1—PrOH.98:2; 2

desarrollos). Se eluyeron cuatro bandas: A. B. C y D.

De la banda A se aislaron 23 mg del compuesto XVI

(p---h1drox1benzaldehido) identificado por RHN-¡Hy EH. Las

bandas B. C y l) fueron analizadas por CGL y CGL-EH (columna 0V-17

3x. ver pág. 186).

En la banda D se detectaron los compuestos XVI y XVII

(tentativamente 3—Br-4-hidroxibenzaldehído). En la banda C se

detectaron los compuestos XVII y XVIII (tentativamente

3-Cl-ll-nidroxibenzaldehído) mientras que en la banda D se

identificaron los compuestos XIX(ácido p-hidroxifenilglioxílico)

Y XX(ácido p-hidroxifenilpirüvico).

Por cromatografía en columna de silicagel H de la fracción 8

(solvente: CHECla/HeOH97:3) se enriqueció una fracción que

contenía el compuesto XXI(zeaxantina).

Dicho compuesto fue purificado por cromatografía en gel de

Sephadex LPI-20 (20g. solvente: HeOH)y finalmente por CLAR

(columna Alltech 10 um. eluyente: HeOH/Hao 96:2; y luego

columna Altex 5 um. mismo eluyente). Se aislaron 5 mg del

compuesto xx1 el cual fue identificado por RHN-in. RHN-130y

EH.
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Las fracciones 9 y 10 fueron cromatografiadas en geles de

Sephadex LH-20 (20 g, solvente: metanol). Se obtuvo una fracción

enriquecida en carotenoides (9/10 A 230 mg)y otra enriquecida

en monoglicéridos (9/10 B 340 mg).

La fracción 9/10 A fue cromatografiada por CLAR(columna

Alltech 10 um. eluyente: HeOH/Hao 95:5) obteniéndose ocho

fracciones principales. las cuales fueron purificadas nuevamente

por CLAR (columna Altex 5 um. eluyente: HeOH/Hao 95:5).

lográndose identificar los siguientes compuestos:

1-[(SZ.BZ.iiz.14Z.17Z)—eicosa45.8.1144.”-pentaenoil]-sn—

glicerol (XXII). i-[(5Z.BZ.iiz.14Z)-eicosa—5.8.ii.14—tetraenoil]

-sn—glicerol (XXIII). fucoxantina (XXIV).

1—[hexadecanoil]-sn—glicerol (XXV).

i-[9Z-octadeca-9—enoil]—sn-glicerol (XXVI).

(6'S)—fucoxantina (XXVII).(am-mutatoxantina (XXVIII)y

(88)—mutatoxantlna (XXIX).

La fracción 9/¡OB fue cromatografiada por CLAR(columna

Alltech 10 um. eluyente: HeOH/HEO90:10). lográndose

identificar los compuestos XXIIy XXIII.Estos compuestos

también fueron identificados en la fracción 11.

Los monoglicéridos XXII, XXIII. XXVy XXVI fueron

saponificados según la técnica a) Y los ácidos grasos libres

respectivos fueron metilados por la técnica b). Los éster‘es

metílicos correspondientes fueron identificados POPCGL.
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Las fracciones 12 y 13 fueron cromatografiadas en geles de

Sephadex LH-EO(20 g. solvente: HeOH),obteniéndose una fracción

enriquecida en carotenoides (55 me).la cual fue purificada por

CLAR(columna Alltech 10 um. eluyente: neon/nao 90:10 Y

posteriormente Altex 5pm.mismoeluyente) lograndose identificar

los compuestos xxx (fucoxantinol) y XXXI[(6'S)—fucoxantinol].

Las fracciones 14 y 15 constaban de una mezcla de

galactosildiglicéridos la cual fue purificada por cromatografía

"flash" en columna seca (solvente: AcOEt y AcOEt/HeOH 9:1) y

posteriormente CLAR(columna Alltecn iO um. eluyente: metanol).

Se lograron identificar los compuestos XXXIIa XXXIX.

ESTUDIO OUIHICO D_ECORALLINA ELOHGATA:

Se recolectaron 9.2 Kg de material vegetal fresco, los

cuales luego del procesamiento permitieron obtener 26.3 g de

extracto crudo. el cual fue fraccionado de la misma forma que el

de Coraluna offlclnafls . obteniéndose las siguientes

fracciones:

Fracción i: 0.30 g. fracción 2: 0.66 g. fracción3: 3.19 g

fracción 4: 1.71 g. fracción 5: 0.90 g. fracción 6: 3.32 g.

fracción 7: 1.83 g. fracción 8: 0.4 g. fracción 9: 1.0 g.

fracción iO: 0.94 g, fracción ii: 0.09 g. fracción 12: 0.38 g.

fracción 13: 0.12 g. fracción 14: 2.66 g. fracción 15: 6.27 g.
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El análisis de estas fracciones fue realizado de la misma

forma que las de Coralu'na officinalls . Se identificaron

los siguientes compuestos:

Fracción i: n- heptadecano (I. 190 mg). escualeno (II.

21 mg) Y B.B-caroteno (III. 55 mg).

Fracción g z 3: compuestas por ceras. no fueron estudiadas.

Fracción l_}_:éster etílico del ácido C3095(0-3 (IV.

115 mg) y ceras

Fracción tj: trans-fito] (V. 45 mg) y ácidos grasos.

Fracción g: fueron identificados los siguientes ácidos

grasos: cmo (64.2 7.); 0,3,1 (15.6 2); 0305 (7.a Z);

Caoth (5-1 Z): Casa (3-3 Z)? C18:0 (1-5 7-)? Ci4:0

(0.7 7.); 0,5¿0 (0.2 7.).

También fueron identificados los siguientes esteroles:

colest-S-en-SB-o] (VI. 95.3 7.); colesta-5.24—dien-3B—ol (IX.O.62)

22-trans-colesta—5,22-d1en—38—ol (VIII, 0.4 Z);

24-metilcolesta—5.24(28)—dien-38—ol (X, 0.8 '/.):

24—nor—colesta—5.22—dien—38—ol (VII, 0.6 Z);

elle-etilcolest-S-en-3B—ol (XV. 1.3 7.):

22-trans-Eli-E-metilcolesta—5,22—dien—36-ol (XI. 0.2 7.)

24—s,—metilcolest-S-en-SB-ol (XII. 0.2 7.)

24-a-metil—5a—colestan-36-ol (XIII. trazas)

24-etilcolesta—5.24(26)—dien-3B—ol (XIV, trazas)

Fracción 'L:fueron identificados por CGL-EHlos siguientes

compuestos fenólicos: p-hidroxibenzaldehído (XVI);tentativamente

3-Br-4—hidroxibenzaldehído (XVII).
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Fracción g: Se identificó zeaxantina (XXI.5 mg).

Fracciones Q z 1_o:fueron identificados los siguientes

monoglicéridos: XXII. XXIII. XXVy XXVI.También fueron

identificados los siguientes carotenoides: fucoxantina (XXIV,

11 mg). (6'S)-fucoxantlna. (XXVII. i mg). (8R)—mutatoxantina.

(XXVIII,trazas). (88)—mutatoxantina. (XIX.trazas).

Fracción i_1:compuesta por los monoglicéridos XXII y XXIII.

Fracciones i_2x 1_3:fueron identificados los siguientes

carotenoides: fucoxantinol. (xxx, 9 mg); (6’S)—fucoxantinol

(XXXI,trazas).

Fracciones 1_4x 1_5:fueron identificados los siguientes

galactolípidos: XXXII-XXXVI.XXXVIII Y XXXIX.

ESTUDIO aun-¡ICO g: JAHIA S_P.:

Se recolectaron 6.6 Kg de material vegetal fresco, los

cuales luego del procesamiento rindieron 23.2 g de extracto

crudo. El extracto fue procesado de la misma forma que en los

dos casos anteriores. obteniéndose las siguientes fracciones:

Fracción i: 0.26 g; fracción 2: 0.80 g; fracción 3: 3.04 g

fracción 4: 1.20 g; fracción 5: 1.18g; fracción 6: 2.40 g;

fracción 7: 2.85 g; fracción 6: 0.44 g; fracción 9: 0.66 g;

fracción 10: 0.56 g; fracción ii: 0.31}g; fracción 12: 0.66 g

fracción 13: 0.35 g; fracción 14: 2.10 g; fracción 15: 5.34 g.
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El análisis de estas fracciones fue realizado de la misma

forma que en los dos casos anteriores. y permitió la

identificación de los siguientes compuestos:

Fracción 1: n-heptadecano (I. 140 Ing).escualeno (II.

18 mg). B,B—caroteno (III. 94 mg).

Fracciones g 1 3;:Compuestas por ceras. no fueron estudiadas

Fraccion í: fue identificado el éster etílico del ácido

eicosapentaenoico (IV. 45 mg).

Fracción t}: trans-fitol (V, 65 mg) y ácidos grasos.

Fracciones Q z 1: fueron identificados los siguientes ácidos

grasos: cmo (59.1 2); cum (16.3 x); 0205 (6.6 7.); caofl (6.8 2);

Cien (5.2 7.); C151) (3.1 7.); 01420 (1.6 Z): cil-3:0 (0.9 Z).

También fueron identificados los siguientes esterolesz

colest-S-en-3B-ol (VI. 93.3 7.): colesta-5.24—dien-3B—ol (IX.1.4 Z)

22—trans-colesta-5.22-dien-3B-ol (VIII. 1.0 Z)

24-metilcolesta-5,24(28)—dien—36—ol (X. 1.3 7.)

BEE-trans-¿’llg-metllcolesta-5.22—dien—35—ol (XI, 0.3 7.)

all-nor—colesta-5.22—dien—36—ol (VII. 1.0 7.)

¿"Lg-etilcolest-5-en-3B-ol (XV. 0.8 Z)

24-a-metilcolest-‘ñ-en-BB-ol (XII, 0.3 Z)

24-2-metil-5a-colestan-38-ol (XIII. trazas)

24-trans-24-etilcolesta-5.24(26)—dien—36-ol (XIV.trazas)

En esta especie no fueron detectados compuestos fenólicos.

Fracción g: fue identificado el carotenoide XXI(zeaxantina. 3

mg).

-199



Fracciones g x i_0:fueron identificados los monoglicéridos

XXII. XXIII. XXVy XXVI.Y los siguientes carotenoides:

fucoxantina (XXIV.18 mg); (6'S)—fucoxantina. (XXVII. 2 mg);

(am-mutatoxantina (XXVIII.6 mg) y (68)—mutatoxantina. (XXIX.

8 me).

Fracción Li: compuesta por los monoglicéridos XXII y XXIII.

Fracciones 1_21 1_3:fueron identificados los siguientes

carotenoides: fucoxantinol (xxx. 10 me) y (6'S)—fucoxantinol

(XXXI, 1 mg).

Fracciones 1_4x 1_5:fueron identificados los galactolípidos

XXXII-XXXVI. XXXVII] Y XXXIX.

DATOS ESPECTROSCOPICOS Y COHSTAHTES FISICAS DE LOS

Hidrocarburos lineales: fueron analizados por CGLcomparando sus

tr. con los de testigos. Se utilizó una columna SE-3o. (ver pág

186), temperatura: 1309250 'C; 10 -C/min.

tr.(min.): 3.16 (n-015H33); 5.17 (n-C17H35)

La identidad de estos compuestos fue comprobada por CGL-EH

(columna OV-i'ï 3 '/.. ver pág. 167). temperatura: 100+290 'C;

10 -C/|n1n.; tr n-CI5H32: 5.70 min.

EH m/z (Z) : 212 (2); 169 (1); 155 (2): 141 (3); 139 (1); 127

(5); 113 (8); 111 (10); 99 (16); 97 (24): 85 (59); 83 (31): 71

(87); 59 (34): 57 (100); 55 (34); 43 (78).
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tr n-C17H36: 9.10 m1n.

EH m/z (7.): 240 (15); 198 (5); 183 (7); 169 (9); 155 (11); 141

(13): 127 (17); 125 (3): 113 (24); 111 (7); 99 (37); 97 (14); 85

(69); 83 (17): 71 (99): 69 (21); 57 (100); 55 (26); 43 (64).

En los mismos cromatogramas se detectaron trazas de azufre:

EH m/z (Z): 256 (4); 224 (4); 192 (25); 159 (12); 126 (10); 96

(6); 64 (100).

Escualeno (g): El anáusls espectroscópico de este compuesto

fue efectuado por CGL-EH.RHN-1B.RHN-BC y comparación con

testlgo en CGL.

gg: columna 0V-17 (ver pág. 187). temperatura: iomaao -C

10 -C/m1n; tr: 9.80 mln; tr testlgo: 9.76 mln.

CGI.—EH:columna 0V-17 3 Z (ver pág. 187); temp.: 150-5300 -C

10 .C/mln; tn: 15.10 mln.

El! m/z (Z): 410 (5); 367 (2); 341 (7); 273 (3); 204 (5); 137

(46); 136 (29); 135 (13); 123 (20): 121 (80); 109 (15); 107

(12); 95 (27); 93 (19); 81 (99); 69 (100); 41 (32).

RHN-1P]: 5.15 (5.a.. 6H. -HeC:CH'-); 1.74 (S. GH. CH3-1.24);

1.62 (s. 18H. CH3-25.26.27.26.29.30).

RHN-BC: 134.6 (C-10.C-15); 134.6 (C-6.C—19);130.9 (C-2.C-23);

124.3 (C-7.C-11.C-14.C—18); 124.2 (C-3.C-22); 39.7

(C-5.C-9.C-16.C—20); 28.3 (C-12.C—13); 26.6 (C-4.C—21); 27.7

(C-8.C-17); 25.6 (C-1.C-24); 17.6 (C-25.C-30); 16.0 (C-29)



M etíllco(MM guy-j (m: fue caracterlzado
por CGI... CGL-EH y RHN-in.

a; columna ov-101 27. (ver pág. 166); temp: aoaeao .c;

10 °C/m1n: tr: 11.79 mln.

CGL-EH:col. capilar SP-2100 (ver pág. 167); temp: 100+2ao -c;

10 -C/m1n; tr: 6.34 mln.

E_H m/z (7.): 330 (a); 201 (3); 173 (3); 161 (4); 147 (6); 145

(6); 133 (13); 131 (12); 119 (22); 117 (16): 105 (30); 93 (41);

91 (70); 79 (100); 67 (59); 55 (42).

RHN-in: 5.36 (m. 10H, —HC:CH-); 4.12 (c, J: 7 Hz.

—o-CH¿.--CH3); 2.62 (m. 6H.-HC:CH-CH2I—HC:CH-); 2.30 (m.

impone-cuenco“); 2.06 (m, 4H.—CH2I-HC:CH—);1.70 (m.

2H. -CH2—CH3I—CH2—COOR);0.97 (t. J: 7 Hz. 3H. CH3).

m (1): fue caracterizado por RHN-¡Hy RHN-130

RHN-1P]: 5.42 (t. J: 7HZ, IH, H-E); 5.14 (d, J: 7 HZ, ÉH, H-i);

2.00 (8.3.. EH, H-‘H: 1.67 (S, 3H. 1-1-17); 0.88 (d, J! 7 HZ. 9H,

H-13.19.20.

ill-ic: 140.0 (C-3): 123.9 (C-Z); 59.3 (C-i); 39.6 (C-‘H;

39.3 (C-Ó); 37.3 (C-8.C-10,C-12): 36.6 (C-i‘i); 32.7 (C-7,C-11);

32.6 (C-15); 27.9 (C-17); 25.1 (0-5): 24.8 (C-13); 24.4 (C-9):

22.7 (C-16.C-19); 19.7 (C-iG,C-20).

ACIdOSgrasos: fueron caracterlzados POP CGLde sus ésteres

metíllcos. preparados CODCHEHEDOPla técnica general.
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columna capllar‘: SP-2340 (ver pág. 167): temp: 160+235 'C:

10 -C/m1n.

tr: 2.14 (cum); 2.59 (015,0); 3.30 (cmo); 3.74

(cum); 5.32 (cmo); 6.10 (c133); 13.09 (030,4);

14.12 (C2095)

Esteroles: el análisis de las mezclas de esteroles libres fue

efectuado por CGLcon columna capilar SP-2100 o HP-S (ver pág.

167). temp: 260 -C, y comparación de sus t.r‘.r. con los de

compuestos patrón.

El análisis por CGL-EHfue realizado utilizando una columna

OV-17 37. (long. 1.80 m; temp. 200’280 ‘C; 10 'C/min) o una

columna capilar SP-ZiOO (long. 12 m.; temp. 200-»260 -C;

10°C/m1n)

EH: m/z (7.)

Colest-S-en-3fi-ol 0Q): 366 (Hf. 95); 371 (35); 368 (43); 353

(44); 315 (3); 301 (59); 275 (26); 273 (11); 255 (33); 247 (20);

231 (26); 213 (35): 145 (36); 43 (100).

Colesta—5¡24—d1en-3g—ol (IX): 364 (MÍ. 25); 369 (18); 366

(15); 351 (14); 300 (12); 299 (16): 281 (9); 273 (16); 271

(100); 255 (12); 253 (35): 245 (12); 213 (10); 69 (75).

22-trans-Colesta—22-d1en-Bg—ol (VIII): 364 (HÏ, 71); 369

(5); 366 (6); 351 (5); 301 (6); 300 (76); 299 (4); 273 (11); 271

(12); 255 (60); 231 (3); 229 (ll); 213 (6); 69 (100).
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24-Hetilcolesta-5¡24¡26)—d1en-35-ol m: 398 (HÏ. 14); 383

(12); 380 (6); 365 (10); 314 (10); 300 (20); 299 (25): 296 (15):

281 (32); 271 (50); 255 (10); 253 (21): 231 (9): 229 (24); 213

(18); 211 (12); 55 (93).

24-nor-Colesta—5,22—d1en-3fi—ol (VII): 370 (H1, 12); 355

(P); 352 (3); 337 (3); 300 (8); 299 (1); 285 (3); 273 (4); 271

(6); 255 (13): 253 (2); 213 (4); 55 (74).

24g-Et1colest-5-en-3g-ol (XV):414 (Hf, 100): 399 (9); 396

(14); 381 (8); 329 (10): 315 (2): 303 (14); 275 (4); 273 (7);

255 (8); 231 (7); 213 (10); 43 (99).

22-trans-24- -Het1lcolesta-5 22-dlen-3 —ol(XI):398

(HÏ. 70); 383 (6); 380 (6); 365 (5); 314 (6); 301 (10): 300

(61); 282 (4); 273 (37); 271 (63); 255 (86): 245 (3); 213 (48);

55 (100).

24—g—Het11colest-5-en—3g-ol (XII): 400 (HÍ. 90): 385 (30);

382 (41); 367 (24); 315 (26); 289 (40); 275 (14): 273 (25): 255

(28); 231 (20); 213 (29): 43 (100).

24-g-Het11—5a-colestan-3g—ol (XIII): 402 (141.29):387

(15); 275 (14); 234 (28); 233 (33): 217 (19); 215 (31); 43

(100).
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24-Etilcolesta-5,24128)—d1en-3g-ol (XIV): 412 (HÏ, 15): 397

(8); 394 (6); 314 (100); 300 (15); 299 (31); 296 (15); 281 (17);

271 (26); 255 (11): 229 (23); 213 (10): 211 (12).

COIIIpuestos Fenólicos:

p-Hldroxlhenzaldehído (x_V_I_):p.f.: 113-115 -C

EH m/z (7.): 122 (100); 121 (77); 93 (83); 65 (64).

RHN-¡H 6 (ppm): 9.89 (S. 1B); 7.80 (m. EH); 7.04 (m. EH)

(Sist. AA‘BB‘).

CGL: col. 0V-17 (ver pág. 187. temp 100+260 -C. 6 -C/m1n;

tr. 7.30 mln.

CGL-EH: col. 0V-17 3 7. (ver pág. 187); temp 100,260 -C:

8 'C / mln; tr. 7.50 mln.

3-Bromo-4-n1arox1benzaIdenido(M):

CGL-EH: col. ov-17 3 7. (ver pág. 187); temp 100+2ao -c; a 'C/ mln;

tr. 7.40 mln.

EH m/z (7.): 202 (86); 201 (100); aoo (94); 199 (95); 174 (1); 173

(10); 172 (1); 171 (10); 145 (6); 143 (7); 92 (71): 63 (98); 53 (65).

3-Cloro-4-h1drox1benzaldehído (XVIII):

CGL-EH: col. ov-17 3 7. (ver pág. 187); temp 100-)280 -C; 8 ‘C / min;

tr. 5.10 mln.

EH m/z (7.): 156 (24); 157 (36); 156 (74); 155 (100); 129 (7); 127

(19); 101 (6); 99 (19): 91 (7); 73 (16); 65 (19); 53 (12).
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M) p-nldroxlfenllglioxíllco(EL:
CGL-EH: col. OV-17 3 Z (ver pág. 167); temp 100-3260 'C;

a -C / mln; tr. 10.20 mln.

EH m/z (2): 166 (72); 138 (100); 122 (72); 121 (88); 93 (73); 65

(91).

Acido p-hidroxlfenilpirüvlco (XX):

CGL-EH: col. OV-17 3 7. (ver pág. 167): temp 100-»260 .C;

6 -C / min; tr. 10.90 min.

EH m/z (Z): 180 (66); 125 (1); 107 (100); 93 (6); 77 (17); 65 (11).

Carotenoldes:

EH m/z (Z):

g,g—Caroteno QE): 536 (100); 458 (7); 444 (61); 430 (110; 399

(11); 378 (17); 346 (15); 21H (9); 235 (10); 223 (12); 221 (12); 211

(12); P03 (15); 197 (20): 177 (48); 171 (29); 159 (29); 157 (34);

133 (34); 121 (47); 119 (86); 107 (43); 105 (53); 95 (60); 93 (26);

81 (4P); 69 (75).

zeaxamma (Egg): 568 (6); 550 (6); 477(6); 413 (5); 403 (a);

401 (9); 302 (7); 29o (6); 272 (7); 257 (6); 248 (7); 166 (10);

172 (14); 160 (21); 158 (21); 146 (26); 120 (35); 106 (35); 96

(39); 64 (67); 67 (29); 50 (82): 45 (100).
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Fucoxantlna (XXIV): 656 (4); 640 (7): 622 (3); 560 (3); 562 (2);

504 (1): 3i4 (5); 275 (6); 247 (5); 221 (49): 197 (61); 159

(50); 150 (52); 149 (56): 121 (55): 119 (56); 109 (69); 105

(50); 92 (60); 91 (75); 63 (100); 60 (47); 55 (50); 47 (70).

6'S-Fucoxant1na (XXVII): 656 (10); 640 (6); 622 (5); 560 (1);

562 (4); 504 (3); 314 (9); 275 (6); 247 (3); 221 (57); 197 (76);

159 (62); 150 (43); 149 (61); 121 (67): 119 (75); 109 (91): 105

(33); 92 (74); 91 (63); 63 (100); 60 (37); 55 (39); 43 (50).

(gm-Hutatoxantlna (XXVIII): 564 (63); 566 (5); 546 (1): 504

(93); 492 (5); 436 (6); 404 (4); 299 (9): 247 (ii): 221 (66);

161 (60); 159 (69); 157 (90); 145 (74); 143 (46); 121 (73); 107

(75); 105 (64); 95 (60): 93 (76); 91 (62): 65 (73); 63 (100); 61

(69): 69 (74); 55 (76); 43 (65).

¡GSI-Hutatoxantlna (11m: 564 (60); 566 (i); 546 (1); 504 (43):

492 (7); 436 (3); 404 (3); 299 (6); 247 (6); 221 (76); 161 (61);

159 (62); 157 (69); 145 (74); 143 (73); 121 (60); 107 (65); 105

(56); 95 (76); 93 (64); 91 (100); 65 (66); 63 (62); 61 (69); 69

(66); 55 (65); 43 (63).

Fucoxantlnol (XXX):616 (3); 596 (77); 560 (12): 562 (3); 502

(3); 247 (7); 221 (73); 209 (9): 197 (15): 171 (12); 167 (61);

135 (10); 121 (17); 119 (16); 109 (60); 66 (73): 64 (60); 51

(36); 49 (66); 43 (100).

-2o7—



6'8-F‘ucoxant1nol (XXXI):616 (8); 596 (70); 580 (18); 562 (l); 24'!

(12); 221 (66); 209 (4); 197 (22); 171 (28); 167 (78); 135 (14); 121

(23); 119 (11): 109 (97); 86 (65); 84 (87); 51 (44); 49 (90); 45 (67);

43 (100).

RHN-in: a (ppm)

H-C B-B-Caroteno Zeaxantlna Fucoxantlna 6'S-Fucoxant1na

3 1.62 (s.a.) 4.00 (s.a.) 3.83 (s.a.) 3.80 (s.a.)

3’ 1.62 (s.a.) 4.00 (s.a.) 5.38 (s.a.) 4.38 (s.a.)

7 6.16 (s.a.) 6.10 (s.a.) 3.68 (d.J:18Hz) 3.66 (d.J:16Hz)

2.61 (d.J:16Hz) 2.60 (d,J:18Hz)

8 6.14 (s.a.) 6.16 (s.a.)

8' 6.14 (s.a.) 6.16 (s.a.) 6.06 (s.a.) 6.59 (s.a.)

16 1.03 (S) 1.08 (s) 0.97 (S) 0.96 (S)

16' 1.03 (S) 1.06 (s) 1.08 (S) 1.11 (S)

17 1.03 (s) 1.08 (S) 1.04 (s) 1.05 (s)

17' 1.03 (S) 1.08 (S) 1.36 (S) 1.38 (S)

18 1.73 (S) 1.74 (S) 1.23 (s) 1.23 (s)

18’ 1.73 (s) 1.74 (S) 1.39 (s) 1.40 (S)

19 1.99 (S) 1.98 (S) 1.95 (s) 1.95 (s)

19’ 1.99 (s) 1.96 (S) 1.82 (S) 1.83 (S)

20 1.99 (s) 1.98 (S) 2.00 (s) 2.00 (S)

20’ 1.99 (S) 1.98 (S) 2.00 (S) 2.00 (S)

ACO' 2.05 (S) 2.05 (s)
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H-C

20

ï’O'

Fucoxantinol

3.82 (5.6.)

4.35 (5.8.)

3.66 (d.J:18Hz)

2.59 (d.J:18HZ)

6.04 (s.a.)

0.96 (S)

1.07 (S)

1.04 (S)

1.35 (S)

1.28 (S)

1.35 (S)

1.95 (S)

1.62 (S)

2.00 (S)

8.00 (S)

3.64 (8.21.)

4.32 (5.3.)

3.67 (d.J:16Hz)

2.59 (d.J:18Hz)

6.57 (s.a.)

0.97 (S)

1.10 (S)

1.04 (S)

1.35 (S)

1.23 (s)

1.39 (S)

1.95 (S)

1.82 (S)

2.00 (S)

3.00 (S)

4.25 (s.a.)

4.00 (s.a.)

5.26 (s.a.)

5.18

6.16

1.16

1.06

1.34

1.06

1.62

1.73

1.73

1.96

1.98

1.98

(s.a.)

(8.3.)

6'S-Fucoxantinol (8R)—Hutatoxant1na(BS)-Hutatoxant1na

4.25 (s.a.)

4.00 (s.a.)

5.33 (d.J:2Hz)

5.08 (d.J:2Hz)

6.16 (5.21.)

1.20 (S)

1.08 (S)

1.35 (S)

1.08 (S)

1.67 (S)

1.74 (S)

1.81 (S)

1.97 (S)

1.97 (S)

'l'ggp_l_¿g_1_5_:señales en RHNJH de los carotenoldes alslados en este

'l'r‘a ba JO de TESIS.
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20

C-i Ac

C-E AC

RHN-13o:

III

39.6

19.3

129.2

137.6

126.5

137.6

135.8

130.7

124.8

137.1

136.3

132.4

129.6

26.9

28.9

21.7

12.6

12.8

Ó (PP!!!)

XXI

43.4

65.0

126.0

136.3

125.4

138.5

135.5

131.1

124.7

137.6

137.4

132.4

129.9

30.2

26.7

21.6

12.8

12.6

XXIV

35.1

47.1

64.2

67.0

40.8

197.5

134.4

136.8

123.2

144.8

136.9

135.2

132.0

28.1

25.0

21.4

11.8

12.7

170.5

21.1
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XXX

35.1

47.0

64.2

66.0

67.0

40.6

197.6

134.4

138.9

123.2

144.8

136.8

135.2

131.9

28.1

25.0

81.1

11.6

12.7

XXVIII

33.6

47.4

86.8

153.9

119.8

87.6

137.8

127.1

124.2

137.4

136.1

132.2

129.8

28.9

29.0

31.3

12.6

12.6

XXIX

153.0

118.6

88.3

137.4

126.0

124.3

137.1

136.1

132.2

129.7

30.6

31.2

13.4

12.8



C n III

1' 34.3

2‘ 39.6

3’ 19.3

4' 33.1

5’ 129.2

6' 137.8

7’ 126.5

6' 137.6

9’ 135.8

10’ 130.7

11’ 124.8

12’ 137.1

13' 136.3

14’ 132.2

15’ 189.8

lb' 26.9

17’ 26.9

18’ 21.7

19’ 12.6

20' 12.6

Tabla 1_6:Señales en RHN-130de los carotenoldes detectados en

XXI

37.2

46.4

65.0

42.5

126.0

136.3

125.4

136.5

21.6

12.8

12.6

este Trabajo de Tesis.

Ó (PPD)

XXIV

35.7

45.4

66.0

45.2

72.5

117.4

202.1

103.3

132.3

186.3

125.5

137.8

136.4

132.3

129.2

32.1

29.2

14.0

12.9
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XXX

35.8

49.4

64.2

46.9

72.9

117.6

202.2

103.1

132.5

126.2

125.6

138.0

136.4

132.3

129.2

31.3

32.1

29.3

14.0

12.9

XXVIII

37.1

48.4

65.0

42.5

126.0

138.3

125.4

136.5

135.5

131.1

124.7

i375

137.4

132.3

129.8

30.?

28.7

21.5

12.8

12.6

XXIX

37.1

45.4

65.0

42.5

125.9

136.3

125.4

136.5

135.5

131.1

124.7

137.4

137.4

132.3

129.8

28.7

21.5

12.8

12.6



Honogllcérldos:

Qu:

EL! M (1.): 376 (8); 345 (3); 320 (2); 307 (7): 260 (8); 256 (10);

240 (51); 215 (57); 201 (61); 175 (72): 148 (71): 133 (61); 119

(55); 105 (86); 91 (97); 61 (77); 79 (100); 69 (66); 55 (54); 41

(79).

RHN-1B: 5.41 (m, 10H.—HC:CH-):4.19 (m. 8B. H-sn-1 ella); 3.88

(m. 1H. H-sn-E 811G); 3.65 (m. EH, H-sn-3 811G); 2.64

(m. 6H.—HC:CH—CH3I-HC:CH—); 2.36 (m, 2H.—CH2—CH2¡—COOR); 8.11

(m. 4H,-CH2l-HC:CH- ); 1.74 (m. EH. H-3); 0.98 (t. J 7Hz, 3H.

CH3).

M:
E_H M (Z): 378 (63); 361 (5); 347 (7); 266 (7); 280 _(6); 256 (5);

240 (63); 236 (H); 803 (63); 201 (50); 189 (54); 177 (53); 175

(56); 161 (69): 147 (68); 131 (80); 120 (73); 106 (91); 93 (5); 80

(100); 67 (75): 57 (56); 41 (63).

RHN-¡Hz 5.38 (m. 8H,-HC:CH-); 4.19 (m.2H, H-sn-i glic.); 3.65

(m. 1H. H-sn-E gllc.); 3.62 (m. EH. H-sn-3 gllc.); 2.84

(m. 6H.—HC:CH—CH2I—HC:CH-); 2.35 (m. 2H.-CH2-CH3I—COOR): 2.11

(m. 4H.-CH2I-HC:CH- ): 1.76 (m. EH, H-3): 1.26 (S. GH); 0.69

A m. 3H. CH3).

>< XV:

E_ m¿z (Z): 330 (43); 300 (50); 270 (69); 257 (60): 240 (74); 196

(33): 182 (66); 176 (50); 154 (50); 134 (65); 112 (60); 96 (100);

73 (69); 56 (75).
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RHN-iii: 4.19 (m. EH. H-sn-i glic.); 3.85 (m. 1H. H-sn-E

311€): 3.62 (III. EH. H-sn-3 8110.); 2.35 (t. EH. J THZ): 1.25 (S.

22H); 0.92 (m. 3H. CH3).

LVI:

E_HM m: 356 (25); 326 (34): 296 (70); 283 (61); 266 (79): 213

(26): 202 (26); 160 (41); 123 (50); 97 (100); 93 (86); 73 (58): 55

(40); 41 (52).

RHN-1B: 5.35 (m. 2H, H-9 H-iO); 4.19 (m,2H. H-Sn-i 3110.); 3.66

(m. 1H. H-sn-a glic.); 3.63 (m. EH. H-sn-3 811G); 8.35

(m. 2H.-CH2-CH2I-COOR); 2.12 (m, 4H.—CH2I—HC:CH- ); 1.25

(s. 24H): 0.98 (m. 3H. CH3).

Galactolígldos:

XXXII:

RHN-1B: 5.38 (m. 21H,—HC:CH- + c-1 gal.); 2.84

(m. 16H.-HC:CH-CH2¡—HC:CH—); 2.33 (m. 4H.—CH3-CH3I—COOR); 2.03

(m. 8H.—CH2I-HC:CH—); 1.71 (m. tm. H-3); 0.97 (t,J:7 Hz. su.

"nao;

¿53:99: 173.3 (0-1 sn-i); 172.9 (0-1 sn-a); 131.7 (0-18);

125.7 (0-5); 128.6 (0-15); 123.3 (0-14); 120.0 (0-12. 0-9); 127.9

(0-11, c-a); 127.6 (0-6); 104.0 (C-i gal.); 74.6 (C-5 gal.); 73.4

(0-3 gal.); 70.3 (sn-2 gnc); 69.0 (0-4 gal.); 66.2 (sn-3

g11c.); 63.0 (sn-1 gl1c.); 61.6 (c-e gal.); 33.4 (c-z sn-l);

33.3 (0-2 sn-2); 26.4 (0-4); 24.6 (0-3); 20.5 (0-19); 14.2

(0-20).
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EPMF'AB+ II_I_LZ(Z): 847 (85); 644 (22); 522 (14); 360 (100); 314

(5); 286 (7); 241-} (5); 202 (28).

mg}:
RHN-111: 5.39 (m. 19H.-HC:CH— + c-1 gal.); 2.64

(m, 14H.-HC=CH-CH2l-HC:CH-); 2.37 (In. 4H.-CH2-CH2I—COOR); 2.09

(m. 8H.-CH2¡—HC:CH— ); 1.71 (m, 4B. 1-1-3); 1.25 (s. GH): 0.98

(m. 6H. CH3).

RHN-130: 173.4 (0-1 sn-i): 172.9 (0-1 srl-2); 131.7 (0-16

EPA): 130.3 (0-15 ARA); 126.7 (0-5 ARA. 0-5 EPA); 126.6 (0-15 EPA);

128.4 (0-12 ARA. 0-14 EPA); 126.1 (C-11 ARA); 126.0 (0-9 ARA. 0-9 EPA.

0-12 EPA); 127.9 (0-8 ARA. 0-8 EPA, 0-11 EPA): 127.7 (0-14 ARA); 127.3

(0-6 ARA. 0-6 EPA): 126.6 (0-17 EPA); 103.9 (0-1 gal.); 74.6 (0-5

gal.); 73.4 (0-3 3211.);70.3 (sn-2); 69.0 (0-4 8211.);66.2

(sn-3); 63.0 (sn-1); 61.6 (0-6 gal.); 33.6 (0-2 SII-1);

33.5 (0-2 srl-2); 31.5 (C-18 ARA); 29.3 (0-17 ARA); 27.2 (0-16

ARA); 26.5 (0-4 EPA); 25.6 (0-4 ARA): 85.3 (0-3 ARA); 24.7 (0-3 EPA):

22.5 (C-19 ARA); 20.5 (C-19 EPA); 14.2 (0-20 EPA); 14.0 (C-20 ARA).

ARA:señales correspondientes al grupo araqu1donllo.

EPA:señales correspondlentes al grupo elcosapentaenollo.

[EM-lili: ¡yz (4): 649 (30); 362 (46); 360 (100); 286 (45); 240

(20); 202 (52): 136 (50).

XXXIV:

RHN-¡H! 5.38 (m. 11H.-HC:CH- + 0-1 8211.); 2.82(m. BH,

-H0:CH-CH2I-H0:CH-); 2.32 (ln. 4H.-CHa-CH2I-COOR): 2.08 (m. BH.

-CH2I—H0:CH- ); 1.65 (m. 4B. H-3); 1.25 (S. 20H); 0.96(m. SH. 0H3)
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RHN-13C: 173.2 (C-1 SII-1); 173.1 (C-1 SII-2); 131.7 (C-18

EPA); 128.6 (C-15 EPA); 128.3 (C-14 EPA): 127.9 (C-9 EPA. C-12 EPA);

127.6 (C-B EPA); 127.6 (C-11 EPA); 127.4 (C-G EPA); 126.6 (C47 EPA);

103.8 (C-1 gal.); 74.7 (C-5 331.); 73.5 (C-3 831.); 70.3 (sn-2);

69.0 (C-ll gal.); 68.1 (sn-3); 62.9 (sn-1); 61.6 (C-6 831.);

34.2 (C'2 SII-1); 33.5 (C-2 sn-2); 31.9 (C-14 PAL); 29.7 (C-6-v

12 PAL): 29.3 (C-l} PAL); 29.1 (C-13 PAL); 26.5 (C-ll EPA); 24.9 (C-3

PAL); 24.7 (C-3 EPA); 22.6 (C-15 PAL); 20.5 (C-19 EPA): 14.2 (C-20

EPA); 14.1 (C-16 PAL).

EPA:señales correspondientes al grupo elcosapentaenollo.

PAL:señales correspondientes al grupo palmitoílo.

El'l¿l¡‘AB+ QLZ 801 (70): 598 (23); 476 (7); 360 (16); 314

(100); 286 (5): 240 (15); 202 (10).

M M 615 (8); 342 (10):314 (100);284 (5); 240 (35);

201 (15); 175 (20): 91 (52); 71 (43).

¿951:

RHN-111: 5.39 (m. 9H.—HC:CH— + 0-1 3211.); 2.62

(m. 6H.-HC:CH—CH2I—HC:CH-); 2.36 (m, 4H.-CH2-CH3I—COOR); 2.10

(rn, 4H,—CH2I—HC:CH— ); 1.64 (m. 411. 11-3); 1.27 (s. 22H); 0.88 (m.

(su. 011,).

RHN-“C: 173.2 (0-1 sn-1); 173.1 (0-1 sn-a); 130.3 (0-15

ARA); 126.7 (0-5 ARA); 128.6 (0-12 ARA); 126.1 (C-11 ARA); 127.9 (0-9

ARA); 127.7 (0-14 ARA); 127.6 (c-a ARA); 127.5 (0-6 ARA): 104.0 (0-1

gal.); 74.6 (C-5 8211.);73.5 (C-3 3211.);70.3 (sn-2); 68.9 (C-ll

gal.); 68.1 (sn-3); 63.1 (sn-1); 61.7 (C-6 gal.);

-215



34.3 (C-2 SII-1); 33.6 (C-Z srl-2); 31.9 (C-14 PAL); 31.5 (C-16

ARA); 29.7 (C-6-—'>C-12 PAL): 29.6 (C-5 PAL. C-13 PAL); 29.3 (C-17

ARA); 29.2 (C-4 PAL); 27.2 (0-16 ARA); 25.6 (C-13 ARA); 24.9 (C-3

PAL); 22.7 (C- 15 PAL); 22.6 (C-19 ARA); 14.1 (C-EO ARA, C-16 PAL).

ARA:señales correspondientes al grupo araquidonilo.

PAL:señales correspondientes al grupo palmitoílo.

EH¿F‘AB* 1le (Z): 803 (95); 600 (30); 548 (15): 476 (15); 362

(22); 314 (100); 286 (12); 240 (17): 204 (14): 136 (22).

X_XY_I=

RHN-ln: 5.35 (m. 3H,-H0:0H- + 0-1 gal.); 2.32

(m. 4H.-CH2—CH2I-COOR); 2.00 (m. 4H.-CH2I-HC:CH- ); 1.25

(s. 48 H); 0.69 (m. GH. 0113).

RHN-130: 173.6 (0-1 sn-1); 173.2 (0-1 sn-a); 129.6 (0-10

0L); 129.5 (0-9 0L); 103.9 (0-1 gal.): 74.6 (0-5 gal.); 73.6 (0-3

gal.); 70.3 (sn-2); 69.0 (0-4 gal.); 68.1 (sn-3): 63.0

(sn-1); 61.7 (C-6 gal.); 34.2 (0-2); 31.9 (0-14 PAL. 0-12 0L);

29.7 (0-6- 0-12 PAL, 0-12 —>c-15 0L); 29.3 (0-4 PAL. 0-4 —-)C—6 OL);

27.2 (C-8,C-11 0L); 24.5 (0-3 PAL. 0-3 0L); 22.6 (0-15 PAL, 0-17 0L):

14.1 (C-16 PAL. C-16 0L).

PAL:señales correspondientes al grupo palmitoílo.

0L: señales correspondientes al grupo oleilo.

EH¿FAB* M (4): 731 (100); 57a (37); 34o (50); 314 (55); 266

(7); 240 (6); 136 (10).
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xuxy‘u:

mi]: 3.5 4.9 (s.a., i'lH); 2.32 (m. 4H.-CH2-CH2I-COOR);

1.27 (s. 44H); 0.88 (m. 6H. CH3).

RHN-130: 173.3 (0-1 sn-i); 173.2 (0-1 sn-a); 104.0 (0-1

gal.); 74.6 (0-5 gal.); 73.4 (0-3 sam; 70.3 (sn-2); 69.0 (0-4

gal.); 66.1 (sn-3); 63.0 (sn-1); 61.7 (C-6 sam: 33.9 (0-2);

31.8 (0-14); 29.6 (C-6 —>0-12); 29.3 (0-4); 24.2 (0-3); 22.6 (0-15);

14.1 (C-16).

xxxvuI:

RHN-iii: 5.40 (m. 22H.-HC:CH— + 0-1 gal.); 3.5 - 4.5 (s.a.. 23H);

2.54 (m. 16H.-HC:CH-CH2I-HC:CH-): 2.36 (m, 4H.-CH3—CH2I—COOR);

2.08 (m. 4H,—CH3I—HC:CH- ); 1.66 (m. 4H. H-3); 0.99 (t. J:7 Hz. su.

CH 3).

XXXIX:

RHN-lH: 5.39 (m. 17H.-HC:CH- + C-i gal.); 3.5 - 4.5 (s.a.. 14H);

2.81 (III. 12H.-HC:CH-CH2I-HC=CH-); 2.35 (m. 4H.-CHa-CH2I-COOR);

2.09 (m. 4H,-CH2I—HC:CH- ); 1.62 (m. 4H, H-3); 1.25 (S. BH); 0.96

(m. GH. CH3).



RES UMEN



El objetivo de este Trabajo de Tesis fue el aislamiento y

elucidación estructural de los componentesde los extractos

realizados con solventes orgánicos de tres especies de algas rojas

pertenecientes a la familia Corallinaceae:Corallina officlnaus

Corallina elongata y Jania sp. Dichas especies son

particularmente abundantes en el litoral marítimo bonaerense. El

estudio químico comparativo de las mismas permitió delinear

algunas caracteristicas qulmiotaxonómicas de esta familia.

Teniendo en cuenta estos objetivos se desarrollaron los

siguientes temas:

i) Introducción al estudio de metabolitos secundarios de algas

rojas. Clasificación de las algas roJas y particularmente de la

familia Corallinaceae. Estudios realizados sobre metabolitos

secundarios de algas rojas. Aspectos de la recolección.

tratamiento y extracción del material vegetal. Estudios químicos

realizados sobre algas de la familia Corallinaceae.

2) Carotenoides: Introducción a esta familia de compuestos. Su

importancia en el ámbito marino. Aislamiento y elucidación

estructural por RHN-ÍH.RHN-130y EH.

3) Galactosildiglicéridos: Introducción a esta familia de

compuestos. Su importancia a nivel celular. Aislamiento y

elucidación estructural por RHN-ÍH.RHN-130y EH.

ll) Descripción de la labor realizada: Fraccionamiento de los

extractos. Aislamiento y elucidación estructural de los

componentesde las distintas fracciones utilizando métodos

espectroscópicos (IR. UV. RHN-ln. RHN-130. EH. y EH/FAB‘) y

químicos.
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5) Discusión de los resultados obtenidos: Conclusiones e

implicancia de los resultados obtenidos para los distintos tipos de

compuestos desde el punto de vista biosintético y quimiotaxonómico.

La comparación de los resultados obtenidos en las tres especies

estudiadas permitió delinear el siguiente perfil quimiotaxonómico

para la familia Coraujnaceae:

hidrocarburos: n-heptadecano (I) comoúnico hidrocarburo lineal

mayoritario. Escualeno (II) comoúnico hidrocarburo isoprénico.

ácidos grasos libres: Ciao como componente mayoritario. Cien.

0305. 03m4. pequeñas cantidades de C16:1,Cimo. C15“)

Y C18:O

esteroles: perfil típico hallado en algas rojas. Colest-S-en-SB-ol

(VI) como componente mayoritario en porcentaje superior al 90 7..

Otros componentes (VII - XV)en proporción del i 7. o menor. La

presencia de 24-nor-colesta-5.22—dien-3B—ol (VII) es notable ya

que se trata de un esterol no característico de algas rojas.

compuestos fenólicos: sólo fueron detectados en C. offJ'CJnau's

y C. elongata. En C. officinalls se encontraron los

compuestos XVI, XVII. XVIII, XIX y xx. mientras que en C. elongata

solo fueron detectados XVIy XVII.En Jania sp. no fueron

detectados compuestos fenólicos. Se observó una marcada variac1ón

estac1onal en la produCCión de este tipo de compuestos en las

especies estudiadas. El compuesto XVIII(caracterizado

tentativamente como3-Cl-4-hidroxibenzaldehído) representaría el

primer C-7 fenol clorado detectado en el ámbito marino.
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alcoholes: en las tres especies estudiadas se detectó el alcohol

diterpénico trans-fito].

monoglicéridos: se detectaron principalmente los correspondientes

a los ácidos C205 (9-3 y C20¡4 (0-6. Y en menor

proporción los correspondientes a C16“)y Cien.

carotenoides: el principal carotenoide en las tres especies

estudiadas fue B.B-caroteno (III). En las tres especies se

detectó además, zeazantina (XXI).fucoxantina (XXIV).

fucoxantinol (XXX)y los epímeros 6’S de estos dos últimos

compuestos (XXVIIy XXXIrespectivamente). En C. offlcinalis

y Jani'a Sp. se encontraron cantidades apreciables de (BR)y

(BS)-mutatoxantina (XXVIIIy XXIX),mientras que en C. elongata

estos compuestos fueron detectados sólo a nivel de trazas. Las

cantidades aisladas de los compuestos XXIVy XXX.así como de sus

epímeros 6'S permitió comprobar que estos carotenoides alénicos

pueden ser biosintetizados por algas rojas. A su vez. los compuestos

XXVIIIy XXIXfueron detectados por primera vez en el ámbito marino

en este Trabajo de Tesis.

galactosildiglicéridos: se observó una preponderancia de los

compuestos correspondientes a ácidos grasos poliinsaturados.

principalmente XXXIIy XXXIV.Se realizó un estudio sobre la

distribución de los distintos ácidos grasos en estos compuestos

utilizando EH/FAB”.en lo que representó la primera aplicación

de esta técnica al análisis de galactosildiglicéridos. Asimismo,se

realizó un estudio de secuencia genética de iones con el compuesto

XXXIV.utilizando la técnica de EPI/EH.
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