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Palabras clave RESUMEN | Se realiz6 un estudio fitoquimico y de bioactividad a los extractos en
Artemia salina cloroformo, acetato de etilo y metanol del alga Kappaphycus alvarezii Doty (recolectada
Fitoquimica en la Isla de Cubagua, Venezuela). Los valores de CL50 en el bioensayo realizado con

todos los extractos obtenidos, mostraron toxicidad ante larvas del crustaceo Artemia
salina (CL50 < 300 pg.ml-1). Mediante cromatografias en columna y capa fina
- preparativa, se fraccionaron continuamente los extractos en cloroformo y en acetato de
Toxicidad etilo, analizandose algunas subfracciones obtenidas mediante CG-EM e identificandose
algunos de sus constituyentes por sus patrones de fragmentacion y comparacion de sus
espectros de masas con los existentes en la base de datos. Encontrandose que la fraccion
A2 proveniente del extracto en acetato de etilo presenté como componentes mayoritarios
al 4cido hexadecanoico, dibutilftalato y el compuesto esteroidal colestano; ademas de 2,6-
diter-butilciclohexa-2,5-dieno-1,4-diona, 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona, 4acido 2-
fenilacético y 1-(1-propoxi) propano. Mientras que la fraccion FD del extracto en
cloroformo exhibi6 a los acidos grasos saturados palmitico, estearico y miristico, como
componentes abundantes; y en menor proporcién a la 3-etil-4-metil-1H-pirrol-2,5-diona.
En la fraccion EM7 proveniente del fraccionamiento del extracto metandlico, se logro
identificar al &cido octadecanoico a través de RMN uni y bidimensional. En la fraccion
FG del extracto en cloroformo, se caracteriz6 al 1-fenilbutan-1-ol, mediante esta misma
técnica espectroscopica. Los distintos metabolitos secundarios identificados constituyen
el primer reporte para K. alvarezii y posiblemente sean los responsables de la
bioactividad in vitro observada. Se puede inferir que esta alga roja es una fuente
promisoria de compuestos bioactivos.

Kappaphycusalvarezii
Metabolitos secundarios

Keywords ABSTRACT | A phytochemical and bioactivity study was carried out on the chloroform,
Artemia salina ethyl acetate and methanol extracts of the Kappaphycus alvarezii Doty algae (collected
Phytochemistry on the Island of Cubagua, Venezuela). The LCso values obtained in the bioassay
Kappaphycus alvarezii performed with all the extracts, showed toxicity to crustacean larvae Artemia salina (LCso

<300 pg.ml-1). By means of column chromatography and preparative thin layer, the
extracts were continuously fractionated with chloroform and ethyl acetate, some sub-
fractions obtained by GC-MS were analyzed, and some of their constituents were
identified by their fragmentation patterns and comparison of their mass spectra with the
existing in the database. Finding that fraction A2 from the ethyl acetate extract showed
hexadecanoic acid, dibutyl phthalate and the steroidal compound cholestane as major
components; in addition to 2,6-diter-butylcyclohexa-2,5-diene-1,4-dione, 6,10,14-
trimethyl-2-pentadecanone, 2- phenylacetic acid and 1- (1-propoxy) propane as minor
components. While the FD fraction of the chloroform extract exhibited saturated palmitic,
stearic and myristic fatty acids as abundant components, and 3-ethyl-4-methyl-1H-
pyrrole-2,5-dione in smaller proportion. Octadecanoic acid was identified in the EM7
fraction from the methanolic extract through uni and two-dimensional NMR. 1-
phenylbutan-1-ol was characterized by the same spectroscopic technique in the FG
fraction of the chloroform extract. The different secondary metabolites identified are the
first report for K. alvarezii and are possibly responsible for the in vitro bioactivity
observed. It can be inferred that this red algae is a promising source of bioactive
compounds.

Secondary metabolites
Toxicity
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INTRODUCCION

Los organismos marinos se han revelado como una fuente importante de sustancias bioactivas, de gran
valor para el tratamiento de numerosas enfermedades por sus propiedades terapéuticas (antivirales,
antiinflamatorias, antioxidantes, antibidticas, entre otras). Dentro de ellos, se encuentran las algas de agua
dulce y marinas, las cuales han desarrollado estrategias de defensa que dan lugar a un nivel significativo de
diferentes estructuras quimicas, de diversas rutas metabolicas (Puglisi et al., 2004; Barros et al., 2005).
Encontrandose grupos de metabolitos como: diterpenos, eicosanoides, lectinas, esteroles y alcaloides (Lenis
et al., 2007). La biodiversidad de las especies de algas marinas, junto a la diversidad quimica encontrada en
cada especie, constituye un recurso practicamente ilimitado que puede ser utilizado de forma beneficiosa,
para el desarrollo de biofarmacos antitumorales, antivirales y antibi6ticos (Valdés et al., 2003).

En relacion con bioproductos provenientes de algas, las tendencias recientes en la investigacion de las
drogas procedentes de fuentes naturales, sugieren que las algas son un grupo prometedor para suministrar
nuevas sustancias bioquimicamente activas (Mayer y Hamann, 2004; Mayer y Hamann, 2005; Singh et al.,
2003). Siendo numerosas las revisiones que sefialan a las algas como uno de los principales productores de
compuestos bioactivos (Faulkner, 2002), en algunos casos con estructuras moleculares no encontradas en
otros organismos, con posibles usos antibacterianos, anticancerigenos, cardiotonicos, antivirales,
antitumorales, antiinflamatorios y anticoagulantes, entre otros (Freile, 2001). Desde el punto de vista
ambiental, el cultivo y explotacién de algas marinas representan una actividad amigable al medio ambiente,
ya que no genera desechos ni efluentes; aumenta, asimismo, la biodiversidad local al servir como sustrato y
refugio a numerosas especies de peces e invertebrados y diversifica las actividades productivas
tradicionales, reduciendo la pesca de ciertas especies amenazadas como las tortugas marinas, caracol de
pala y langosta (Ondarza y Rincones, 2008).

Cabe destacar, que son muy pocas las publicaciones cientificas realizadas en Venezuela, en las que se
hayan caracterizado metabolitos provenientes de algas marinas de costas venezolanas y determinado su
actividad bioldgica, pudiendo asi establecerse el mecanismo de accién de esos compuestos activos
identificados. Entre los que se encuentra el estudio de la actividad antimicrobiana de macroalgas marinas
del Oriente de Venezuela, concluyéndose que las tres especies de algas rojas Gracilariopsis tenuifrons,
Gelidium serrulatum y Kappaphycus alvarezii producen metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana (Brito y Crescente, 2009). Las especies de algas invasoras y comercialmente importantes,
pertenecen a la familia Solieriaceae; Kappaphyccus alvarezii (Doty) Doty ex Silva (Gigartinales,
Rhodophyta), es una de las carragenofitas cultivadas que ha tenido mayor éxito en mares tropicales,
constituyendo la principal fuente mundial de materia prima para la produccién de carragenina kappa-I
(Estévez et al., 2000).

Todos los trabajos de investigacion existentes de K. alvarezii, hacen referencia a aspectos taxondmicos,
bioldgicos, de cultivo, respecto a sus propiedades antioxidantes (Suresh et al., 2007; Kanatt et al, 2015) y
antiinflamatoria (Ranganayaki et al., 2014), caracterizacion biol6gica y quimica (Pérez, 2013); asi como
estudios quimicos enfocados a la identificacion de los polisacaridos que presenta (Pereira et al., 2007),
principalmente en el aspecto econémico de produccidon. Acerca de la identificacion de algunos metabolitos
secundarios, su caracterizacion, asi como la determinacion de la actividad biélogica, solo se ha realizado
una investigacion, donde las muestras de K alvarezii provenian del estado Nueva Esparta (Venezuela),
donde se identificaron el 5- octadeceno, el 1- octadeceno y el eicosiltriclorosilano entre otros;
determinandose ademas la actividad antibacteriana (Brito y Crescente, 2009). Ademas, en otro estudio
realizado por Prabha et al. (2013) a esta alga marina recolectada en la region Mandabam (India), se
caracterizaron algunos compuestos bioactivos en extractos de tres solventes distintos con sensibilidad
antimicrobiana.

Una evaluacién del potencial letal o téxico, y la caracterizacion quimica de sus metabolitos secundarios,
aporta informacidn cientifica relevante y abre la posibilidad de concretar investigaciones en biotecnologia
marina, con aplicaciones en la industria farmacéutica y nutracéutica. Es de gran importancia el cultivo in
situ (en el mar y en tanques) de esta especie, a fin de disponer de la materia prima necesaria, obtener un
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desarrollo sostenible en la zona costera, y un producto atractivo para la industria que dé oportunidades
econdmicas a los cultivadores.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion de la muestra

Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex Silva (Gigartinales, Rhodophyta) fue recolectada en las aguas
costeras de Cubagua, municipio Tubores, estado Nueva Esparta, Venezuela, a 10°50°23*’ Lat. N y
64°05°08>” Lat. W, por el Prof. Jorge Barrios del Instituto Oceanogréfico de Venezuela (1.0.V.), quién
realiz6 también la identificacion taxonémica. Fue almacenada en una cava con hielo y trasladada al
Laboratorio de Productos Naturales y Lipidos, para su respectivo analisis. La cantidad de muestra algal total
de los muestreos fue de 5 Kg, aproximadamente, en masa himeda.

Obtencion de los extractos del alga

El material vegetal recolectado fue lavado varias veces con abundante agua destilada, se deshidratd a
temperatura ambiente y a la sombra durante un periodo de 5 dias. Luego, se procedio a pulverizarla en un
molino eléctrico y se peso la muestra en una balanza analitica. Los diferentes metabolitos secundarios o
principios activos se extrajeron exhaustivamente con 500 mL de éter de petréleo, por espacio de 72 horas;
posteriormente, se separo el filtrado y el residuo se macer6 o volvio a re-extraer sucesivamente con 500 mL
de cada uno de los solventes mas polares (polaridad creciente de cloroformo, acetato de etilo y metanol),
siguiendo el proceso de extraccidn anteriormente sefialado. Cada uno de los filtrados se combinaron y
fueron concentrados a presion reducida en un rotaevaporador Hildolph a una temperatura menor de 45°C,
obteniéndose los extractos crudos en los distintos solventes, se pesaron y almacenaron bajo refrigeracion
para analisis posteriores.

Actividad téxica contra Artemia salina

Se prepar6 una solucién de 10 000 pg/ml del extracto, en una mezcla H,O/DMSO segun la solubilidad
de éste y, a partir de ésta, se prepararon soluciones de 1 000 - 0,01 pg/ml mediante diluciones sucesivas con
agua de mar bifiltrada, en viales que contenian 10 nauplios de A. salina, eclosionados con 24 horas de
anticipacion. Por cada concentracion, se realizaron tres réplicas y un control con igual nimero de réplicas.
La cuantificacion de la mortalidad de los nauplios se llevd a cabo pasadas las 24 y 48 horas de haber
montado dicho ensayo. Los datos obtenidos se utilizaron para calcular la concentracién letal media de los
extractos y fracciones ensayadas, mediante la aplicacion del software LC50 V2.5 disefiado para tal fin, que
considera los analisis estadisticos computarizados (Probit, Binomial, Logit y Moving Average) con limites
de confianza de 95 % (Stephan, 1977; Meyer et al., 1982).

Fraccionamiento del extracto mas letal o téxico

Para el aislamiento de los metabolitos secundarios, provenientes de los extractos del alga, se llevo a
cabo el respectivo fraccionamiento, mediante las técnicas Comatograficas de Columna (con silica gel 75
mesh a una proporcion m/m silica: muestra de 1:30 y mezclas de solventes de distintas polaridades, segun
fuese el caso) y Capa Fina Preparativa (en placas de vidrio de 20x20 cm? recubiertas con silica gel 60 mesh,
con un espesor de 0,5 mm, y mezclas de solventes en diferentes proporciones como fases maéviles).

Cromatografia de gases- espectrometria de masas (CG-EM)

Distintas fracciones de los extractos del alga K. alvarezii, fueron analizadas por esta técnica. Las
cromatografias de gases acoplada a espectrometria de masas se realizaron en un equipo marca VARIAN
modelo Saturno 2000, con una fuente de ionizacion por impacto electrénico (70 eV) y un detector de
trampa de iones. Se utiliz6 una columna de CP-SIL-8CB-MS de 30 m x 0,25 D.I y helio (He) como gas de
arrastre. Se inyectd una muestra de 1 uL a la columna capilar. La temperatura del inyector fue de 280°C, la
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temperatura inicial del horno fue de 100 °C con una rapidez de calentamiento de 5 °C por minuto, hasta
llegar a una temperatura final de 295°C. Posteriormente, la identificacion de los componentes se realizé por
comparacion computarizada con las librerias WILEY y NIST.

Espectroscopia de RMN

Los metabolitos aislados y/o fracciones obtenidas fueron analizados en un equipo de RMN marca
Bruker AVANCE de 400 MHz de la Universidad Simoén Bolivar (USB), asi como también en el equipo de
RMN marca Bruker AVANCE de 300 MHz perteneciente al Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas (IVIC). Para la obtencion de estos espectros, las muestras fueron disueltas en un solvente
deuterado y colocadas en un tubo de resonancia, el cual se introdujo en el equipo de RMN. Para la
obtencién de un buen espectro se disolvieron entre 5-10 mg de muestra en un volumen de 0,65 mL, que
equivalen a una altura en el tubo de resonancia de 5 cm. Los desplazamientos quimicos (8) obtenidos en los
espectros de H y 3C, se reportaron en ppm relativo a un estandar interno de tetrametilsilano (TMS).
También, se empled el experimento Distortionless Enhancement through Polarization Transfer (DEPT).

RESULTADOS Y DISCUSION
Actividad téxica de K. alvarezii frente al crustaceo Artemia salina

Las concentraciones letales media (CLsg) de los extractos del alga K. alvarezii frente a Artemia salina,
luego de 24 y 48 horas de exposicion, se muestran en la Tabla 1. Al haber transcurrido las primeras 24
horas ya se observaba un efecto toxico de los extractos del alga en las larvas. El resultado de mortalidad de
las larvas significa la existencia de grupos de compuestos potencialmente activos. EI CLso obtenido para el

extracto en acetato de etilo de (6,85 pg-mlt), permite posicionarlo como un blanco para posteriores
estudios farmacoldgicos con los cuales se puedan aprovechar las propiedades terapéuticas que se le
adjudican a K. alvarezii. Un extracto o sustancia es considerada potencialmente Gtil como citotdxico,
cuando su CLsp es < 30 pg-ml* (Meyer et al., 1982), aunque un CLso < 1 000 pg-ml* se considera
significativo o no despreciable. Cabe mencionar que el bioensayo basado en nauplios de A. salina presenta
una correlacion positiva con la citotoxicidad frente a las células 9KB (carcinoma nasofaringeo humano) y la
linea celular 3PS (P388) (leucemia in vivo) (McLaughlin et al., 1998). También se ha empleado este ensayo
con éxito en la blsqueda de compuestos citotoxicos del tipo de las acetogeninas (Amaro et al., 2009).

Por otro lado, el extracto en cloroformo presenté el mayor CLso a las 48 horas (461,82 pg-ml?); esta
concentracion letal media es baja en comparacion con la que exhibi6 el de acetato de etilo. Considerando el
efecto toxico de todos los extractos ante el crustaceo y analizando los valores de CLso obtenidos, se puede
inferir que todos son significativos y posiblemente letales o toxicos, debido a que estan en el rango de 100-1

000 pg-mlt,

Tabla 1 Actividad biotoxica de los extractos crudos de K. alvarezii contra A. salina.

CLso(ug-ml)

Crustaceo Extracto 24 horas 48 horas |ntervalo de confianza 95%
o EC 945,23 461,82 100-1000
Artemia salina
EAE 784,15 6,85 0,10-1000
EM 816,30 152,88 96,6-253,73

EC: Extracto en cloroformo, EAE: Extracto en acetato de etilo, EM: Extracto en metanol.

De acuerdo a los resultados obtenidos del efecto de toxicidad de los extractos de K. alvarezii frente a
éste crustaceo, se pudo comprobar que es un ensayo general de amplio uso que determina el efecto letal de
los extractos en las larvas de A. salina y asi predecir un efecto potencial primario de los compuestos
quimicos, presentes en los extractos. Pudiendo dar inicio a estudios posteriores en lineas celulares
cancerigenas en cultivos de tejidos, efecto insecticida o pesticida y ejercer un amplio rango de actividades
farmacologicas (Parra et al., 2001; Pino, y Lazo, 2010).
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Caracterizacion estructural

La fraccion D, reveld una concentracion letal media, considerablemente alta, en el bioensayo de

toxicidad realizado, con un CLs de 24,91 ug.ml-1, después de 24 horas de exponer las larvas de A. salina
ante esta fraccion (CLso de 4,38 pug.ml-1, a las 48 horas). Debido a su actividad téxica y a que la CCF
mostré dos manchas con Ry definidos, esta fraccion fue seleccionada para ser analizada por CG-EM.
El cromatograma de la fraccion D evidencid que se trataba mayormente de una mezcla de seis compuestos,
entre los cuales se logré identificar los que estaban presentes en mayor abundancia, siendo éstos: 3-etil-4-
metil-1H-pirrole-2,5- diona (I) y los &cidos tetradecanoico (I1), hexadecanoico (I11) y octadecanoico (IV), a
los tiempos de retencion que se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2 Compuestos identificados en la fraccion D mediante CG-EM.

Pico Tr(min) M Compuesto Grupo Quimico Férmula molecular
| 7,60 139  3-etil-4-metil-1H-pirrole-2,5-diona Cetona C7HgNO:2
1 12,99 228 Acido tetradecanoico Acido graso C14H2802
11 15,12 256 Acido hexadecanoico Acido graso C16H3202
\Y; 16,39 284 Acido octadecanoico Acido graso C18H3602

El espectro de masas del metabolito, 3-etil-4-metil-1H-pirrole-2,5-diona, de la fraccion D (Tr =7,60
minutos), desplegd un i6bn molecular a m/z 139 [M+], y los fragmentos correspondientes a los picos de los
iones méas abundantes a m/z 124 y 53. El espectro de masas del &cido tetradecanoico, de la fraccion D
(Tr= 12,986), exhibi6 un ién molecular a m/z 228 [M+], y los fragmentos correspondientes a los picos de
los iones mas abundantes a m/z 185, 129, y 73 (pico base).

El tercer pico observado en el cromatograma, que aparece en mayor abundancia respecto a todos los
compuestos identificados en la fraccion D, a un tiempo de retencién de 15,12 minutos, corresponde al acido
hexadecanoico (I11). El espectro de masas de este compuesto mostré un i6n molecular a m/z 256 [M*1], el
cual corresponde a la férmula molecular C16H3202 y los picos correspondientes a los iones mas abundantes
se observaron a m/z 227 [M*-CzHs], 213 [M*-CsHy], 199 [M*-C4Hg], 185 [M*-CsH11], 71 [M*-CeH1s],
157 [M*-C7His], 143 [M*™-CgHi7], 129 [M*-CoHig], 115 [M*-CioH21], 97 [M*-CioH230], 83 [M*-
C11H250], 73[M+-C13H27] (piCO base), 57 [M+-C12H2302] Yy 43 [M+C13H2502].

Un estudio realizado a tres algas rojas, de diferentes 6rdenes, determind que las especies de distintos
ordenes presentaban patrones similares de &cidos grasos, con cuatro acidos dominantes: palmitico, oleico,
araquidonico y eicosapentanoico (Lenis et al., 2007). Estos resultados estan en concordancia con los
obtenidos en este estudio, debido a que entre los &cidos grasos identificados en K. alvarezii, perteneciente al
orden Gigartinales, se identificaron por medio de CG-EM, la presencia de los &cidos palmitico, miristico y
estearico, resultando los dos primeros los més abundantes. En contraste a la presencia de estos &cidos,
recientemente, una investigacion realizada por Pérez (2013) en K. alvarezzi recolectada en Panama reporta
la extracién de ficocoloides como &cido alginico, agar y carragenano para fines comerciales.

La subfraccién G2 (s6lido blanco) fue analizada resonancia magnética nuclear de proton, a campo alto
se observan cinco sefiales, la primera a 3y 0,86 ppm, la cual integra para tres protones, visualizandose como
un triplete, correspondiente a un metilo terminal, que probablemente se encuentra enlazado a un metileno,
el segundo desplazamiento quimico se encuentra en Sy 1,24 ppm, la cual integra para dos protones,
asignables a un metileno; la tercera sefial aparece a 6y 1,53 ppm, integrando para dos protones asignables a
un metileno unido a un C-H (metinico), como cuarta sefial se observé a én 3,84 ppm un singlete
correspondiente a un protdn unido a un carbon oxigenado, a dn 4,42 ppm esta presente la sefial de un protén
anomérico, correspondiente al carbono unido al grupo hidroxilo. La sefial de los protones aromaticos se
considera que esta superpuesta con la sefial del solvente (cloroformo deuterado) a campo bajo de (61 7,15-
81 7,30) ppm. En la Tabla 3 se detallan cada una de las sefiales del espectro de RMN-IH.
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Tabla 3 Desplazamientos quimicos (6H) de la subfraccion G2 y sus respectivas sefiales

Asignacion Multiplicidad o1 (ppm) Asignacion
H11 Triplete (t) 0,86 -CHs
H1o Multiplete (m) 1,24 -CH2-CH2-CHs-

Ho Cuarteto (q) 1,53 CH-CH2-CH2

Hs Singulete (s) 3,84 -OH

H7 Triplete (t) 4,42 CH-OH
H1-Hg Singulete (s) 7,15-7,30 Ar-H

En la (Fig. 1) se muestran los diferentes desplazamientos quimicos 84 tedricos para una estructura
similar, segun el programa predictor del ChemBioDraw, los cuales fueron comparados con los datos
experimentales del RMN-'H de la subfraccion G,. Resultando varias sefiales con &4 muy parecidas,
reiterando la estructura propuesta para dicha subfraccion.

3.65
OH

Figura 1 Posible estructura propuesta para G2, indicando 8y teéricos

El cromatograma de gases de la fraccion A, presentd cuatro constituyentes en mayor proporcion: el
dibutilftalato (V1), el acido hexadecanoico (V), el 1-(1-propoxietoxi)propano (I1) y el colestano (VII), los
cuales fueron observados a tiempos de retencién de 19,10; 14,90; 9,34 y 22,92 min, respectivamente (Tabla
4). El espectro de masas del compuesto | mostr6 un i6n molecular a m/z 136 [M*], el cual corresponde a la
férmula molecular CgHgO,. Los picos correspondientes a los iones mas abundantes se observaron a m/z
91(pico base), 65y 39.

Tabla 4 Compuestos identificados en la fraccion Az mediante CG-EM.

Pico Tr(min) M+ Compuesto Grupo Quimico Férmula
| 7,74 136 Acido 2-fenilacético Acido carboxilico CsHsO:
[ 9,34 146 1-(1-propoxietoxi)propano Alcano CgH1802
1" 10,19 220 ) ) Cetona aromatica ~ C14H2002
dieno-1,4-diona
v 13,75 268 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona Cetona alifatica C18H360
\Y 1490 256 Acido hexadecanoico Acido graso C16H3202
Vi 19,10 278 Dibutilftalato Ester aromatico C16H2204
VIl 22,92 372 Colestano Esterol Co7H48

El compuesto identificado con el nimero dos (1) fue uno de los que se encontraba en mayor proporcion
en la fraccién A2 y por consiguiente uno de los més abundantes en la mezcla, y tuvo relacién con el 1-(1-
propoxietoxi) propano, el cual se detecté con un tiempo de retencion de 9,34 min y no evidencio el i6n
molecular correspondiente a m/z 146[M+], en el respectivo espectro de masas. A un tiempo de retencion de
13,76 minutos, aparecié la 6,10,14-trimetil-2- pentadecanona, encontrada en mayor proporcion en la
fraccion A2. El espectro de masas de este compuesto, desplegé un ién molecular a m/z 250 [M+], y los
fragmentos correspondientes a los picos de los iones mas abundantes a m/z 210, 165 y 43 (pico base).

Este metabolito, también conocido como hexahidrofarnesil acetona, ha sido reportado en diversas
especies de plantas tales como: la fraccion hexanica de las hojas de Ludwigia octovalvis, la cual presenta
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actividad téxica contra Artemia salina, antibacteriana contra S. aureus y citotoxica en huevos de erizo de
mar Lytechinus variegatus (Noguera, 2007). También ha sido informado en la literatura, que existen otros
compuestos producidos por las algas marinas como los &cidos grasos, que presentan actividad
antiinflamatoria y efectos en el sistema inmune (Ondarza y Rincones, 2008). Especificamente, el acido
hexadecanoico (C16) junto a otra variedad de &cidos grasos, ha sido reportado en una variedad de especies
de algas y celenterados (Ordaz et al, 2009).

A un tiempo de retencién de 22,93 minutos, aparecié el esterol colestano, uno de los compuestos
mayoritarios de la fraccién A,. Pudiendo observarse el pico caracteristico del i6n molecular en el
correspondiente espectro de masas. Los otros fragmentos significativos se observaron a m/z 357 [M-CHs;]™,
315 [M-C4H9]+', 217 [M-C11H23]+', 149 [M-C15H31]+°, 109 [M-C19H35]+' y 43 [M-C24H41]+', los mismos
indicaron la presencia de un sistema esteroidal, grupo quimico detectado en el andlisis quimico preliminar
del EAE (prueba positiva para esteroles).

La fraccion EMy, analizada a través de resonancia magnética de proton (RMN- 'H), del extracto
metandlico, mostrd la presencia a campo alto de un triplete con un desplazamiento quimico de &+ 0,89 ppm,
correspondiente a un (-CHs) terminal, unido a un metileno (H17) que integra para tres hidrogenos. A campo
menos alto, aparecié un multiplete (Hs), asignado a protones de metilenos mas desapantallados con un
desplazamiento de 6H 1,59 ppm. Ademas, en la misma zona alifatica, se evidencid a o4 1,23-1,31 ppm, un
multiplete (Ho-Ha) bastante intenso; en el mismo rango de estos metilenos, se considera que se encuentra
superpuesta la sefial del Hiz, que sale a 1,29 ppm, debido a que se encuentra menos apantallado por la
cercania al oxigeno (Tabla 5).

Tabla 5 Desplazamientos quimicos (8+) de la subfraccion EMy y sus respectivas sefiales.

Posicion Multiplicidad o1 (ppm) Asignacion
Hig Triplete (t) 0,86 -CHs
Ha-Hy; Multiplete (m) 1,23 -CH2-CH2-CHs-
Hs Multiplete (m) 1,59 CH2-CH2-COO-
Ha Triplete (t) 2,33 CH2-COO.

Mediante el experimento DEPT- 135°, se pudieron establecer los diferentes tipos de carbonos presentes
en la estructura, resultando la existencia de un carbono metilico (Cis) y un &tomo de carbono cuaternario
correspondiente al del grupo carboxilo (C1). Segtn el analisis combinado de los espectros RMN-H, RMN-
13C y DEPT 135°, concretamente, debido a los desplazamientos quimicos y las multiplicidades en el caso de
RMN !H, se pudo determinar que el compuesto que conforma la fraccién EMy, es el acido octadecanoico
(Figura 2), el cual ya fue identificado por CG-EM en la fracciéon D, perteneciente al extracto soluble en
cloroformo, junto con otros metabolitos; sin embargo, se logrd aislar en el extracto metandlico y
caracterizar estructuralmente. Este hecho evidencia nuevamente la abundancia de los acidos grasos en las
algas rojas. La presencia del acido hexadecanoico, octadecanoico, entre otros, ha sido reportada en muestras
de algas y otras especies marinas, a los cuales se les atribuye actividad bioldgica, y que su biosintesis en el
organismo, pudiera no estar dirigida hacia funciones de defensa (Ordaz et al, 2009; Pastrana et al, 2016).

Figura 2 Estructura del compuesto (&cido octadecanoico) de la fraccion EM.
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CONCLUSIONES

Los extractos de metanol, acetato de etilo y cloroformo de K. alvarezzi y algunas de sus fracciones
cromatograficas mostraron actividad biolégica significativa; en tal sentido se podria decir que los distintos
metabolitos identificados posiblemente sean los responsables de la bioactividad in vitro observada en los
nauplios de A. salina. Ademas, constituyen una fuente promisoria de compuestos bioactivos con posible
actividad antitumoral.

Todos los componentes quimicos identificados en los extractos del alga, constituyen el primer reporte de
los mismos para K. alvarezii, tanto en Venezuela como en otras latitudes.
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