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Resumen

Las algas marinas, especialmente las algas marrones (Phaeophyceae), son recursos
naturales valiosos por su riqueza en metabolitos bioactivos con aplicaciones en las industrias
farmacéutica, alimentaria y cosmética. En el Peru, Lessonia trabeculata, una especie
endémica de la costa del Pacifico destaca por su contenido de compuestos como alginatos,
fucoidanos, fucosterol, fucoxantina y floroglucinoles; pero su composicién quimica y potencial
han sido poco estudiados. La investigacion tiene como objeto aislar y elucidar metabolitos
secundarios de Lessonia Trabeculata para sentar las bases de futuros estudios y aplicaciones
industriales, promoviendo su uso sostenible en un contexto regulado por medidas
gubernamentales que protegen los ecosistemas marinos. Se recolectdé e identifico
botanicamente la especie en su habitat natural, verificando su clasificacion taxondémica
mediante caracteristicas morfoldgicas. Los metabolitos secundarios se extrajeron mediante
Soxhlet con acetato de etilo, se separaron y purificaron por cromatografia en columna,
cromatografia de capa fina y cristalizacion, y se caracterizaron utilizando espectroscopia
infrarroja (IR), resonancia magnética nuclear (RMN de 'H y '*C) , técnicas bidimensionales
(HSQC, DEPT, APT) en dos compuestos aislados como LS01 y LS02. Se propone también
las probables estructuras de los compuestos mencionados.

Palabras clave: Lessonia trabeculata, algas marrones, metabolitos secundarios,

extraccidon Soxhlet, caracterizacion espectroscopica, aplicaciones industriales, sostenibilidad.



Abstract

Seaweeds, particularly brown algae (Phaeophyceae), are valuable resources due to
their rich content of bioactive metabolites with applications in the pharmaceutical, food, and
cosmetic industries. In Peru, Lessonia trabeculata, an endemic species of the Pacific coast,
show up for its content of compounds such as alginates, fucoidans, fucosterol, fucoxanthin,
and phloroglucinols; however, its chemical composition and potential remain understudied.
This research aims to isolate and characterize secondary metabolites from Lessonia
trabeculata to lay the foundation for future studies and industrial applications, promoting its
sustainable use within a framework regulated by governmental measures that protect marine
ecosystems. The species was collected and botanically identified in its natural habitat, with its
taxonomic classification verified through morphological characteristics. Secondary metabolites
were extracted using Soxhlet with ethyl acetate, separated, and purified by column
chromatography, thin-layer chromatography, and crystallization, and characterized using
infrared spectroscopy (IR), nuclear magnetic resonance (NMR of 'H and **C), two-dimensional
techniques (HSQC, DEPT, APT) for two isolated compounds, LS01 and LS02. The probable
structures of the mentioned compounds are proposed are also proposed.

Keywords: Lessonia trabeculata, brown algae, secondary metabolites, Soxhlet

extraction, spectroscopic characterization, industrial applications, sustainability.



indice

Resumen

Abstract

indice

Lista de Tablas

Lista de Figuras

PRIMERA PARTE: MARCO DE LA INVESTIGACION
CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Las algas marinas como fuente de metabolitos bioactivos.

1.2. Clasificacion y diversidad de las algas.

1.3. Macroalgas marinas.

1.4. Lessonia trabeculata y su relevancia.

1.5. Metabolitos secundarios en algas marrones.
1.5.1.Polisacaridos.
1.5.2.Polioles.
1.5.3. Terpenoides.
1.5.4.Acidos grasos.
1.5.5.Compuestos fendlicos.
1.5.6.Compuestos halogenados y de yodo.

1.6. Técnicas de extraccion y caracterizacion.

1.7. Estado del arte sobre Lessonia trabeculata.

SEGUNDA PARTE: DISENO METODOLOGICO Y RESULTADOS

CAPITULO I
DISENO METODOLOGICO
2.1. Reactivos, materiales y equipos.

2.1.1.Reactivos.

Pag.

Vii

viii

10
10
10
10

10



2.2.

2.3.

2.4.

2.1.2.Equipos.

Recoleccién y analisis taxonémico de Lessonia trabeculata.

Extraccion y separacién de compuestos.
2.3.1.Preparacion de la muestra.
2.3.2.Extraccioén solido-liquido.
2.3.3.Separacioén y purificacién del sedimento.
2.3.4.Separacion cromatografica.
2.3.5.Cromatografia de capa fina preparativa.
2.3.6.Extraccion de fucoxantina.
2.3.7.Extraccion de alginato.
2.3.8.Determinacién de yoduro.

Condiciones y procedimientos de analisis.
2.4.1.Elucidacion del compuesto LS01.
2.4.2.Elucidacion del compuesto LS02.
2.4.3.Elucidacion del compuesto LSBD.

2.4.4.Identificacion de otros componentes.

CAPITULO Il

ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Recoleccion y clasificacion taxonémica
Compuesto LS01
Compuesto LS02

Compuesto LSBD

Conclusiones

Recomendaciones

Referencias

Anexos

10

11

12

12

13

13

13

14

15

15

16

18

18

18

19

19

21

21

21

21

30

40

54

56

57

62

Vi



Tabla 01.

Tabla 02.

Tabla 03.

Tabla 04.

Tabla 05.

Tabla 06.

Tabla 07.

Tabla 08.

Tabla 09.

Tabla 10.

Tabla 11.

Tabla 12.

Tabla 13.

Tabla 14.

Tabla 15.

Tabla 16.

Tabla 17.

Tabla 20.

Tabla 21.

Tabla 22.

Lista de Tablas

De Senales y Asignacién

Senales vs. Valores de Asignacion.

Valores y Asignaciones de LS01 "H RMN en DMSO-ds

Valores de Constante de Acoplamiento y Asignaciones
correspondientes a LS01 '"H RMN en DMSO-ds

Valores y Asignaciones de *C RMN DEPT 135° en D,O

Valores y Asignaciones LS01 HSQC bidimensional en D20 y DMSO-ds
Valores y Asignaciones de LS01 en DMSO, HSQC & en ppm

Valor de Masas en el Compuesto LS01

Sefiales y Asignaciones de la Espectroscopia Infrarroja
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear 1H RMN

Valores de Multiplicidad y Constante de Acoplamiento de '"H RMN
CDCls

Senales y Asignacion *C RMN LS02

Sefiales y Asignaciones '3*C RMN DEPT 90° LS02 en CDCl3
Comparativa de Sefiales *C RMN DEPT 90° y DEPT 135° CDCls
Compuesto LS02

APT CDCI3; Compuesto LS02

Numero de Onda Asignacién Compuesto LSBD

Valores y Asignacion del '"H RMN en DMSO-ds del Compuesto LSBD
Valores y Asignacion *C RMN DEPT 135° en DMSO-ds

Senales y Asignacion de HSQC & en ppm del Compuesto LSBD

Senales y Asignaciones sobre la Caracterizacion del alginato.

Pag.
21
23

24

24

26

28
30
31

33

33
35

37

38
39
41
43

49

64

Vii



Figura 01.
Figura 02.

Figura 03.

Figura 04.
Figura 05.

Figura 06.

Figura 07.
Figura 08.
Figura 09.

Figura 10.

Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.
Figura 21.
Figura 22.

Figura 23.

Lista de Figuras

Partes del alga marrén Lessonia Trabeculata.

Acidos Urénicos (1) D- manurénico, (2) L- gulurénico.

Pag.

Estructura compleja del alginato en algas Pheophytas conocido como el

“Modelo de la caja de huevos” (Usov, A. |. ,1999)
Fucoidiano en el género Laminaria.

Estructura del Manitol

Estructura de la Fucoxatina. (Extraido de Haugan, J., Aakermann, T., &

Jensen, S. 1992).
Estructura del Fucosterol.
Acido graso insaturado (&cido oleico).

Estructura del (1) floroglucinol, (2) 2,4- dibrofenol.

Alga marron Lessonia Trabeculata en su habitat natural, se observan los

estipites y las laminas.

Diagrama de Proceso de Aislamiento de Compuestos.
Espectro IR del compuesto LS01

Espectro '"H RMN compuesto LS01 en DO

Espectro '"H RMN en DMSO-ds

Espectro *C RMN DEPT 135° en D,O LS01

Espectro HSQC en D-O LS01

Espectro bidimensional en DMSO-ds, HSCQ & en ppm.

Espectro de masas LS01

Estructura propuesta basada en los resultados espectroscépicos.

Espectro IR compuesto LS02
Espectro '"H RMN en CDCl3
Espectro *C RMN LS02

Espectro HSQC LS02

12

17

22

23

25

26

27

28

29

30

32

34

35

36

viii



Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.
Figura 30.
Figura 31.
Figura 32.
Figura 33.
Figura 34.
Figura 35.
Figura 36.

Figura 37.

Espectro *C RMN DEPT 90° LS02 en CDCl;

Espectro 3C RMN DEPT 135° CDClI3; compuesto LS02
Espectro APT CDCIs; compuesto LS02

Estructura propuesta del compuesto LS02

Espectro IR del compuesto LSBD

Espectro "H RMN en Acetona-ds del compuesto LSBD
Espectro *C RMN DMSO-ds compuesto LSBD

3C RMN DEPT 135° EN DMSO-ds compuesto LSBD
Espectro bidimensional HSQC compuesto LSBD
Precipitado de alginato en etanol en forma de gel.

Alginato secado a temperatura ambiente

Espectro IR alginato (espectro obtenido de equipo Shimadsu (UNI)

Cromatofolio mostrando la franja anaranjada de fucoxantina.

37

38

39

40

42

46

48

50

52

63

63

65

66



Introduccién

Las algas marinas han captado la atencién global por su potencial en las industrias
alimentaria, farmacéutica, cosmética y ambiental. Entre ellas, las algas marrones
(Phaeophyceae) destacan por su riqueza en metabolitos bioactivos, como alginatos,
fucoidanos, fucosterol, fucoxantina y floroglucinoles, que tienen propiedades antioxidantes,
antimicrobianas, antiinflamatorias y antitumorales (Liu et al., 2011; Mekini¢ et al., 2019; Wang
et al., 2012). En el Peru, el alga marron Lessonia trabeculata, una especie endémica de la
costa del Pacifico es de particular interés debido a su abundancia y su contenido de alginatos,
ampliamente demandados en mercados asiaticos como China y Japén (Usov, 1999). Sin
embargo, los estudios sobre esta especie son limitados, lo que restringe el aprovechamiento
de su potencial en aplicaciones industriales y de salud.

La explotacion de algas marinas, si no se regula, puede provocar sobreexplotacion y
dafos a los ecosistemas marinos. En respuesta, el gobierno peruano, a través del Ministerio
de la Produccién, ha implementado medidas como vedas temporales y cuotas de extraccion
para proteger especies como el alga marron Lessonia trabeculata y garantizar su
sostenibilidad (Ministerio de la Produccion, 2022). Estas regulaciones buscan equilibrar el uso
comercial con la conservacién de los recursos marinos, promoviendo un manejo responsable
de los ecosistemas costeros.

Este contexto resalta la necesidad de investigaciones que caractericen la composicion
quimica del alga marron Lessonia trabeculata y evaluen sus aplicaciones, fomentando un uso
sostenible. La escasez de estudios especificos sobre esta especie en el Peru representa una
oportunidad para generar conocimiento que potencie su valor en la cadena productiva de
algas marinas. Por ello, esta investigacion tiene como obijetivo aislar y elucidar los metabolitos
secundarios del alga marron Lessonia trabeculata proveniente de la costa peruana,
contribuyendo al conocimiento cientifico y al desarrollo de aplicaciones en las industrias

farmacéutica, alimentaria y cosmética, dentro de un marco sostenible.



Objetivos
a) Objetivo general.

¢ Aislar, identificar y caracterizar los metabolitos secundarios del alga marrén Lessonia
trabeculata proveniente de la costa peruana para determinar sus posibles aplicaciones
en las industrias farmacéutica, alimentaria y cosmética.

b) Objetivos especificos.

e Recolectar e identificar botanicamente el alga marrén Lessonia trabeculata en su habitat
natural, verificando su clasificacion taxonédmica mediante caracteristicas morfologicas y
comparacion con literatura especializada.

o Extraer metabolitos secundarios del alga marron Lessonia trabeculata utilizando
extraccion Soxhlet con acetato de etilo para obtener compuestos bioactivos.

e Separar y purificar los metabolitos extraidos mediante cromatografia en columna,
cromatografia de capa fina y cristalizacién sucesiva.

o Caracterizar los compuestos aislados mediante espectroscopia infrarroja (IR),
resonancia magnética nuclear (RMN de 'H y **C) y técnicas bidimensionales (HSQC,

DEPT, APT) para determinar su estructura quimica.



PRIMERA PARTE: MARCO DE LA INVESTIGACION
CAPIiTULO |
MARCO TEORICO
1.1.Las algas marinas como fuente de metabolitos bioactivos.

Las algas marinas han emergido como una potencial fuente de metabolitos
bioactivos con aplicaciones en las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética. En
las ultimas décadas, la investigacién en productos naturales acuaticos ha identificado tres
lineas principales: toxinas, bioproductos y ecologia quimica, estimulando el
descubrimiento de nuevos farmacos y el estudio de su estructura quimica y funciones
biolégicas (Cardozo et al., 2007). Desde épocas remotas, en regiones como Europa del
Norte, Asia y Peru, las algas han sido parte de la dieta humana y se han explotado
tradicionalmente por su riqueza en compuestos bioquimicos (Se Kwon Kim, 2012). Este
interés ha llevado a un enfoque intensivo en la caracterizacion de biomoléculas con
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antitumorales y antimicrobianas, entre otras.

1.2.Clasificacion y diversidad de las algas.

Las algas son organismos fotosintéticos acuaticos, unicelulares o pluricelulares,
que producen oxigeno mediante clorofilas (a, b, c1, ¢c2,) y pigmentos accesorios
especificos segun su grupo taxondmico. Se caracterizan por: (a) fotosintesis oxigénica,
(b) habitat acuatico o humedo, (c) estructura celular procariota (cianobacterias) o
eucariota, (d) ausencia de estructuras reproductivas complejas, y (e) rol como
productores primarios (Lee, 2008; Dawes, 1991). No forman un grupo monofilético,
distribuyéndose en tres reinos segun filogenia molecular basada en el ARN ribosémico
(Cavalier-Smith, 2004):

o Bacteria: Cianobacterias, procariotas con clorofila a y ficobiliproteinas (como
ficocianinas y ficoeritrinas), antes llamadas algas verdeazuladas (Wallace, 1990).

o Plantae: Chlorophyta (algas verdes, con clorofilas a y b y carotenoides como
astaxantina) y Rhodophyta (algas rojas, con clorofila a y ficobiliproteinas), relacionadas

con plantas terrestres (Se Kwon Kim, 2012).



o Chromista: Phaeophyta (algas marrones, con clorofilas a, ¢1, ¢2, ¢3 fucoxantina, un
carotenoide que les da su color marrén), como la Lessonia trabeculata, explotada en
Peru por sus alginatos (FAOLEX, 2009; Bringloe et al., 2020).

Esta diversidad refleja la complejidad del concepto de alga, definido por funciones
ecoldgicas mas que por un origen evolutivo comun. En el contexto de esta investigacion,
el alga marron Lessonia trabeculata (Phaeophyta) es relevante por su contenido de
fucoxantina, un pigmento con propiedades antioxidantes y citotéxicas (Jaswir et al., 2013).

1.3.Macroalgas marinas.

o Chlorophyta: Algas verdes del reino Plantae, contienen clorofilas a y b y habitan tanto
en aguas dulces como marinas, especialmente en zonas tropicales. Algunas especies
acumulan carotenoides como la astaxantina, con aplicaciones antioxidantes (Dawes,
1991).

o Rhodophyta: Algas rojas con clorofila a y ficobiliproteinas, son comercialmente
relevantes por producir hidrocoloides como agar y carrageninas, utilizados en la
industria alimentaria y farmacéutica (Se Kwon Kim, 2012).

o Phaeophyta: Algas marrones caracterizadas por alginatos, fucoxantina, taninos,
clorofilas a, c1 y c2, manitol y yoduros. Son una fuente clave de biopolimeros, con
especies como Lessonia trabeculata explotadas comercialmente en Peru bajo
regulacion del Ministerio de la Produccion (FAOLEX, 2009).

1.4.Lessonia trabeculata y su relevancia.

El habitat del género Lessonia es exclusivo de las costas del océano del Pacifico
del sur. Su morfologia se caracteriza por tener un disco de fijacion (holdfast), estipites y
laminas (Fig. 01). El género Lessonia presenta dos especies en las costas del sur del
Peru, Lessonia trabeculata y Lessonia nigrescens. Por lo que su explotacion esta hoy en
dia, regulada por resoluciones ministeriales debido a su importancia ecolégica y comercial
(FAOLEX, 2009). Actualmente, estas especies se encuentran bajo veda para proteger su
sostenibilidad, lo que resalta la necesidad de estudios que optimicen su uso mediante la

elucidacion de sus metabolitos.



laminas

estipites

disco de fijacién
Figura 01. Partes del alga marron Lessonia Trabeculata.
1.5. Metabolitos secundarios en algas marrones.

Las algas marrones, incluyendo Lessonia trabeculata, son ricas en metabolitos
secundarios con diversas aplicaciones. A continuacién, se describen los principales
grupos, acompafiados de sus estructuras quimicas representativas.
1.5.1.Polisacaridos.

¢ Alginatos: Son polimeros formados por acidos urénicos (manurdnico y
gulurdnico) (Fig. 02) con propiedades gelificantes, ampliamente utilizados en
alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos principalmente en algas
marrones en géneros Sargassum, Macrocystis, Laminaria, Lessonia,

Ascophyllum, y Ecklonia .(Usov, 1999; Fertah et al., 2017).

Figura 02. Acidos Urénicos (1) D- manurénico, (2) L- gulurénico.

Los alginatos se encuentran formando complejos con iones calcio
mediante la interaccién de pares de electrones de los grupos hidroxilos y de
los grupos carboxilatos y iones hidrogeno formando un complejo con restos
de acidos gulorénico. Se conoce este complejo como el “modelo de la caja de

huevos” mostrado e la figura 03.



Figura 03. Estructura compleja del alginato en algas Pheophytas conocido

como el “Modelo de la caja de huevos” (Usov, A. |. ,1999)

e Fucoidanos: Son polisacaridos sulfatados compuestos por fucosa, xilosa,
galactosa, manosa y acido glucurénico (Fig. 04), con actividades antioxidantes,

antivirales y antitumorales (Ale & Meyer, 2013).

0,80 OH

o
CH
OH

Figura 04. Fucoidiano en el género Laminaria.

1.5.2.Polioles.
e Manitol: Corresponde a un derivado de la D-manosa (Fig. 05), presente en
Fucus y Sargassum, se usa en productos para diabéticos y como agente

cicatrizante (Premarathna et al., 2023).



Figura 05. Estructura del Manitol

1.5.3.Terpenoides.
¢ Fucoxantina: Carotenoide poliénico responsable de la coloracion marron (Fig.

06), con propiedades antioxidantes y citotéxicas.

HO

}Q/OT
o
g S S S S S S

oY
HO” N

Figura 06. Estructura de la Fucoxatina. (Extraido de Haugan, J., Aakermann,
T., & Jensen, S. 1992).

o Esteroles: Triterpenoides lipidicos como el fucosterol (Fig. 07), con actividades

bioldgicas diversas, incluyendo efectos citotoxicos Sheu et al., (1999).

H,C

Figura 07. Estructura del Fucosterol.

1.5.4.Acidos grasos.



Se han identificado acidos grasos saturados e insaturados (w-3, w-6, w-9)
(Fig. 08) en especies como Sargassum, con propiedades antiinflamatorias (Rocha

et al., 2021); (Gerasimenko & Logvinov, 2016).

CH,

Figura 08. Acido graso insaturado (acido oleico).

1.5.5.Compuestos fendlicos.
Incluyen floroglucinol, bromofenoles, fucoles, eckoles, floroetoles,
toluquinoles y polifenoles halogenados, con actividades antioxidantes y
antitumorales (Mekini¢ et al., 2019); (Liu et al., 2011); (Wang et al., 2012); (Cheng
et al., 2019). En la Figura 09, se muestran las estructuras del floroglucinol y el 2,4-

dibromofenol.

Figura 09. Estructura del (1) floroglucinol, (2) 2,4- dibrofenol.

1.5.6.Compuestos halogenados y de yodo.
Las algas marrones acumulan yoduros que actuan como antioxidantes,

neutralizando especies reactivas de oxigeno y contribuyen al ciclo geoquimico del



yodo mediante la formacion de halocarbonos (Kupper et al., 2008); (La Barre et al.,
2010); (Kdpper & Carrano, 2019).
1.6.Técnicas de extraccion y caracterizacion.

Para la obtencién de metabolitos secundarios se usaron técnicas como la
extraccién Soxhlet con solvente organico (acetato de etilo) y purificacion mediante
cromatografia en columna, cromatografia de capa fina y cristalizacion (Harborne, 1998);
(Lenis et al., 2007). La caracterizacién estructural se realiza con espectroscopia infrarroja
(IR), resonancia magnética nuclear (RMN de 'H y **C) y técnicas bidimensionales como
HSQC, DEPT y APT (Hesse et al., 2005); (Nakanishi, 1964). Ademas, la espectroscopia
FTIR-ATR es util para identificar polisacaridos en algas marinas (Gomez-Ordonez &
Rupérez, 2011).

1.7.Estado del arte sobre Lessonia trabeculata.

A pesar del interés global por los metabolitos bioactivos marinos, los estudios
sobre Lessonia trabeculata son limitados, sin embargo comercialmente es una fuente de
alginatos, (Se Kwon Kim, 2012). Las investigaciones de alginatos en géneros de algas
marrones correspondieron a géneros del hemisferio norte como Laminaria, por su
demanda industrial (Fertah et al., 2017). No obstante, trabajos recientes sugieren la
presencia de manitol, fucoxantina, fucosterol y compuestos fendlicos, (Mekini¢ et al.,
2019) pero generalmente referidos a algas marrones de otras latitudes, lo que indica un
potencial subexplorado, a pesar de la escasez de datos respecto a la especie Lessonia
trabeculata, destaca la necesidad de investigaciones que caractericen exhaustivamente
su composicién quimica. El presente estudio busca abordar este vacio mediante
extraccion, purificacion y caracterizacion de metabolitos secundarios de Lessonia
trabeculata, con el objetivo de generar conocimiento para aplicaciones industriales y

farmacoldgicas.



SEGUNDA PARTE: DISENO METODOLOGICO Y RESULTADOS
CAPIiTULO I
DISENO METODOLOGICO
2.1.Reactivos, materiales y equipos.

2.1.1.Reactivos.
Los solventes fueron de grado reactivo de la marca Merck, J .T. Baker, agua
destilada del laboratorio de quimica de la PUCP.
e Metanol.
e Acetona.
¢ Acetato de Etilo grado reactivo.
e Cloroformo grado reactivo.
¢ Hexano grado reactivo.
o Etanol grado reactivo.
¢ Vainillina grado reactivo.
e Acido sulfarico concentrado Merck.
e Perodxido de hidrogeno 30%.
¢ Permanganato de potasio grado reactivo.
¢ Tiosulfato de sodio.
e Almidon grado reactivo.
e Cromatofolios Merck silica gel 254nm.
o Silica gel 254 300 mesh Merck.
e Placas de vidrio.
e DO
e DMSOds
e Acetona-ds
e CDCI3

2.1.2.Equipos.

10



o Espectrofotdmetro Perkin Elmer IR, Laboratorio de Instrumentacién, Seccion
Quimica, PUCP.
e Aparato de Punto de Fusién FISHER, Laboratorio de Instrumentacion, Seccion
Quimica, PUCP.
¢ Rotavapor Bichi r1100, Laboratorio de Instrumentacién, Seccién Quimica,
PUCP.
e Lampara UV 254 366nm, Laboratorio de Instrumentacion, Secciéon Quimica,
PUCP.
o Espectrometro de resonancia Magnética Nuclear 300MHZ Brucker 300,
Laboratorio de Instrumentacion, Seccion Quimica, PUCP.
o Polarimetro Schmidt-Haensch Kleines Kreis Polarimeter Halogenlampe,
Laboratorio de Instrumentacion, Seccion Quimica, PUCP.
o Equipos de extraccion Soxhlet, Laboratorio de Instrumentacién, Seccion
Quimica, PUCP.
e Columna cromatografia de diametro 2,4 cm y largo 60 cm, Laboratorio de
Instrumentacion, Seccién Quimica, PUCP.
¢ Plancha/agitador magnético Fischer, Laboratorio de Instrumentacion, Seccion
Quimica, PUCP.
e ATR FTIR modelo Prestige Shimadzu Facultad de Ciencias Universidad
Nacional de Ingenieria UNI.
2.2.Recoleccion y anadlisis taxonémico de Lessonia trabeculata.
La recoleccion de las algas marrones Lessonia trabeculata se realizé en la Caleta
de Quilca, distrito de Quilca, provincia de Camana, Arequipa, Perl, ubicada a 16°47°45”
de latitud sur y 72°26’°56,99” de longitud oeste. Las algas frescas se recolectaron

manualmente desde su habitat natural en la zona intermareal (Fig. 10).
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Figura 10. Alga marrén Lessonia Trabeculata en su habitat natural, se observan los

estipites y las laminas.

La clasificacion taxonémica fue realizada por el Dr. César Acleto O. y certificada
por la jefa del herbario del museo de Historia Natural de la Universidad Mayor de San

Marcos UNMSM. Mg. Joaquina Alban Castillo.

Reino Vegetal (actualmente reino Cromista).
Tipo  Cryptogamas
Phylum Euthallophyta
Division Phaeophyta
Clase Phaeophyceae
Orden Laminariales
Familia Lessoniaceae
Genero Lessonia
Especie Lessonia trabeculata
Nombres Comunes
Perd: Aracanto palo, palo blanco, alga
Chile:  Huiro palo, Huiro varilla
2.3.Extraccion y separacion de compuestos.
2.3.1.Preparacion de la muestra.
Se recolectaron 35 kg de algas frescas de la especie Lessonia trabeculata
en la Caleta de Quilca, region Arequipa. Las algas fueron extendidas sobre papeles

absorbentes y secados al sol durante una semana, alcanzando un peso seco de
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2.3.2.

2,2 kg. Luego, se procedié a separar y picar finamente las laminas de alga, los
cuales fueron utilizados en el presente estudio.
Extraccién sélido-liquido.

Se tom6 100 g de la muestra y se sometié a extraccion solido-liquido,
empleando como solvente acetato de etilo en un extractor Soxhlet durante 6 horas
por un periodo de 5 dias quedando en el extractor por dos dias en reposo. El equipo
extractor Soxhlet se cubrié con papel aluminio asi como el balén para minimizar
alguna reaccion fotoquimica. Al finalizar los dias de reposo, se encontré en el balén
del equipo Soxhlet un sedimento de color crema.

Luego de separar el sedimento, la solucion de acetato de etilo de la
extraccién se concentré en un equipo rotavapor a presién reducida y a bano maria
de 50°C por 30 minutos. Transcurrido ese tiempo se obtuvo un liquido de aspecto

siruposo de color marrén el cual llamaremos el extracto de acetato de etilo.

2.3.3.Separacion y purificacion del sedimento.

El sedimento de color crema que fue separado mediante decantacién y
filtracidn al vacio, se recristalizd por cuatro veces hasta obtener un soélido cristalino
de la misma coloracién. La purificacién se efectud utilizando disolventes como
metanol, etanol y acetona, seleccionados segun la solubilidad diferencial de los
compuestos, con temperaturas controladas entre 4 °C y 25 °C y proporciones que
se lograron experimentalmente (por ejemplo, metanol: agua 1:1) para maximizar la
pureza del material. El sélido obtenido se protegio de la luz cubriendo los viales con
papel aluminio y se conservo en refrigeracion aproximadamente a 4 °C para analisis

posteriores.

2.3.4.Separacion cromatografica.

El extracto de acetato de etilo concentrado se separ6 por cromatografia en
columna de manera manual. Se tomé 8,6 g de muestra del extracto de acetato de
etilo y se empled una columna de vidrio de 80 cm de largo y 2,4 cm de diametro. La

preparacion incluyd una capa basal de algodén, seguida por una capa de arena fina
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y limpia de aproximadamente 0,4 cm de espesor, una capa de vidrio molido limpio
de 0,4 cm, y luego silice gel 254 nm (mesh 3), compactada al maximo con suaves
golpes para liberar aire hasta alcanzar una altura de 45 cm. Sobre esta se anadio
una capa de arena de 0,4 cm, una capa de vidrio molido de 0,4 cm y un papel de
filtro. La muestra del extracto de acetato de etilo se vertié sobre el papel de filtro y
se dejé adsorber completamente. La elucion comenzo6 con aproximadamente 50 mL
de hexano como fase mévil mas apolar, tomando 24 horas en descender debido al
proceso manual, seguida de un gradiente hacia acetato de etilo (30:1, 15:1, 7:1, 5:1,
3:1).En un periodo de 20 dias se obtuvieron 37 fracciones de eluatos que se
recolectaron en 279 viales, con un contenido promedio de 30 ml cada uno. Al ser
fotosensibles, se protegieron de la luz cubriéndolos con papel aluminio para
prevenir la posible accion de la luz sobre los compuestos. Los diez primeros frascos,
eluidos con hexano: acetato de etilo 30:1 y diluidos con el mismo eluyente en
proporcion 15:1, no mostraron compuestos detectables mediante cromatografia de
capa fina (TLC). Los compuestos detectados significativamente a partir de
eluyentes mas polares con proporciones de hexano: acetato de etilo 7:1, 5:1 y 3:1;
fueron concentrados por evaporacion en 9 frascos no excediendo los 30°C.
2.3.5.Cromatografia de capa fina preparativa.

Las fracciones concentradas de los eluatos con hexano: acetato de etilo en
proporciones 7:1, 5:1 y 3:1 fueron sometidas a cromatografia de capa fina
preparativa para la separacién de compuestos. Se emplearon placas de silica gel
preparadas manualmente con un grosor de 1 mm, y las muestras (obtenidas en la
seccion 2.3.4) se sembraron utilizando capilares, aunque no fue posible medir los
volumenes exactos de las aplicaciones debido a las limitaciones del método. Como
fase movil se utilizaron mezclas de hexano: acetato de etilo ajustado
experimentalmente (7:1, 5:1 y 3:1) segun la polaridad de los compuestos. La
deteccion se realiz6 con una lampara UV vy tras identificar la presencia de

compuestos como manchas coloreadas, se procedio a raspar la superficie donde
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habria presencia de un compuesto. Luego se diluyo el raspado de silica gel con el
mismo eluyente (hexano: acetato de etilo) empleado en la cromatografia de capa
fina y se filtr6. Este proceso permitié aislar tres compuestos, denominados LS01,
LS02 y LSBD, que fueron posteriormente purificados por cristalizacién en metanol
y acetona a 4 °C, protegiéndolos de la luz con papel aluminio durante todo el
procedimiento.

2.3.6.Extraccion de fucoxantina.

Se tomo una muestra de 5 g de algas y se sometié a maceracién durante 72
horas en refrigeracion a 4 °C, utilizando una mezcla de n-hexano y diclorometano
(1:1) como solvente. Posteriormente, se separaron los sélidos por decantacion, y el
extracto resultante fue analizado mediante cromatografia de capa fina analitica para
la identificacion preliminar de fucoxantina, siguiendo el procedimiento general
descrito por Restrepo (2015). Se utilizaron placas de silica gel 60 F254, con una
fase mévil de n-hexano: acetona (7:3) y la deteccion se realizé bajo luz UV a 254
nm y visible (aproximadamente 450 nm, tipico para carotenoides). No se empled un
estdandar de fucoxantina debido a limitaciones de recursos, por lo que la
identificacion se basd en la comparacion con los valores de Rf reportados en la
literatura. Este analisis fue realizado como un ensayo exploratorio y no se integré
con los compuestos LS01, LS02 y LSBD aislados previamente.

2.3.7.Extraccion de alginato.

Se tomd una muestra de 10 g de algas, que fue tratada con formaldehido,
segun el procedimiento adaptado de Fertah et al. (2017), para estabilizar la matriz
algal. Luego, la muestra fue filtrada y lavada con agua destilada para eliminar
impurezas, y posteriormente tratada con &acido clorhidrico 0,2 M para la
desmineralizacion y liberacion del alginato por 24 horas. Tras este tratamiento
acido, se procedio a una neutralizacién progresiva con soluciones de carbonato de
sodio al 2 %, 3 % y 4 % pl/v, a una temperatura de 50 °C, hasta formar un gel,

siguiendo la metodologia descrita por los mismos autores. Este gel se tratdé con

15



etanol al 96 % para precipitar el alginato y, finalmente, decolorado mediante
solucion de hipoclorito durante 24 horas. El gel incoloro fue decantado y secado
en estufa a 50 °C para reducir su humedad, adaptando las condiciones de Fertah
et al. (2017) a las disponibles en el laboratorio.

2.3.8.Determinacién de yoduro.

Se tomd 2 g de muestra de algas, que fue sometida a carbonizacién, seguida
de calcinacién en una mufla a 600 °C durante 4 horas para obtener cenizas. Debido
a la falta de equipos avanzados como ICP -MS, se optd inicialmente por este
método clasico para confirmar la presencia de yodo de manera cualitativa. Las
cenizas obtenidas se disolvieron en 10 mL de agua destilada, se acidularon con 2
mL de acido sulfarico (H,SO,) al 1 M y se trataron con una solucién de
permanganato de potasio (KMnQ,) al 0,01 M como oxidante. Posteriormente, se
afiadié 5 mL de hexano, y la aparicion de un color rojizo en la fase organica indicé
la presencia de yodo elemental (I,), confirmando cualitativamente su existencia en
la muestra. Adicionalmente, se intent6 un analisis cuantitativo mediante titulaciones
volumétricas con tiosulfato de sodio; sin embargo, los resultados fueron
inconsistentes, probablemente debido a la interferencia de cloruros presentes en
las cenizas, que reaccionan con el reactivo y afectan la cuantificacion del yodo. Se
recomendo el uso de ICP-MS para analisis mas precisos en matrices complejas,
pero su acceso no fue posible, limitando el estudio a esta deteccion cualitativa

preliminar.

En la figura 11 se muestra un diagrama del proceso seguido para el

aislamiento de los compuestos.
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Figura 11. Diagrama de Proceso de Aislamiento de Compuestos.
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2.4.Condiciones y procedimientos de analisis.

2.4.1.Elucidacion del compuesto LS01.

Al compuesto LS01 se le realizaron determinaciones basicas de

propiedades fisico-quimicas, como punto de fusidn, solubilidad en distintos

disolventes y caracteristicas organolépticas, como paso inicial para su elucidacion.

Para su caracterizacion estructural, se emplearon las siguientes técnicas:

Espectroscopia infrarroja (IR): Utilizando pastilla de cloruro de potasio (KCI).
Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) :

v" 'H RMN en agua deuterada (D,0) y DMSO-ds.

v" 3C RMN en DMSO-d,.

v' 3C RMN DEPT 135 en D;O0.

v HSQC bidimensional en D,0O y DMSO-de.

Espectrometria de masas (MS): por técnica de ionizacion Electrospray (ESI),

empleando metanol como disolvente y un voltaje de 4500 V.

2.4.2.Elucidacion del compuesto LS02.

Al compuesto LS02, aislado de las fracciones 125 a 140, se le determinaron

propiedades fisicoquimicas basicas, como solubilidad en distintos disolventes y

punto de fusion, como parte de su proceso de elucidacion. Para su caracterizacion

estructural, se realizaron las siguientes técnicas:

Espectroscopia infrarroja (IR): Usando pastilla de cloruro de potasio (KCI) para
identificar los principales grupos funcionales presentes en la molécula.
Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN):

v" '"H RMN en CDCl;.

v' 3C RMN en CDCI; a 75 MHz.

v DEPT 90° y DEPT 135° en CDCI; (75 MHz) para distinguir carbonos

primarios, secundarios y terciarios.
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v' APT (Attached Proton Test) en CDCl; a 75 MHz como técnica complementaria
para la clasificacion de carbonos.

v' HSQC bidimensional en CDCI; para correlacionar directamente protones con
sus carbonos adyacentes.

o Espectrometria de masas: Realizada en un espectrometro de cuadrupolo-tiempo
de vuelo (Q-TOF) modelo Applied Biosystem QSTARXL, mediante técnica de
ionizacion electrospray (ESI), disolviendo la muestra en metanol y aplicando un
voltaje de 4500 V.

2.4.3.Elucidacion del compuesto LSBD.

El compuesto LSBD, aislado de las fracciones 141 a 148, fue sometido a
pruebas fisico-quimicas basicas, como solubilidad en distintos disolventes y punto
de fusion, como parte inicial de su elucidacion. Para su caracterizacion estructural,
se aplicaron las siguientes técnicas:

e Espectroscopia infrarroja (IR): Realizada mediante pastilla de cloruro de potasio
(KCI) para la identificacion de grupos funcionales caracteristicos.

e Espectroscopia de resonancia magnética nuclear '"H RMN:

v '"H RMN en DMSO-d¢ y acetona-d¢ para evaluar la estabilidad y distribuciéon
de sefales en diferentes medios.
v" 3C RMN en DMSO-d,.
v' DEPT 135° en DMSO-d¢ para distinguir entre tipos de carbonos (CH, CH,,
CHs).
v HSQC bidimensional en DMSO-ds para establecer correlaciones entre
protones y sus carbonos adyacentes.
2.4.4.1dentificacion de otros componentes.
Fucoxantina: De manera explorativa, se presume la presencia de fucoxantina

citado en la seccién 2.3.6.
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Alginato: Con ese solido pulverizado se determind el alginato por espectroscopia
IR segun lo citado en la seccion 2.3.7.

Yoduro: Se reconocio la presencia de yoduros. Citado en la seccién 2.3.8.
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CAPITULO Il

ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

3.1.Recoleccidn y clasificaciéon taxonémica

La recoleccién y taxonomia fue mencionada en la seccion 2.2.

3.2.Compuesto LS01

Aspecto fisico: cristales blancos.

Solubilidad: muy soluble en agua, poco soluble en acetona y etanol.
Punto de fusién: 160°C.

indice de refraccion: 1,3368

Rotacion oéptica [a] 23°= -54,36° y -133,84°

Elucidacion estructural:

v’ Espectroscopia infrarroja (IR):

Tabla 01. De Senales y Asignacion

Numero de Onda

cm Asignacion

3270,23 -OH estiramiento
2959,61

-CH- estiramiento C-H
2935,50
1462,90

-CH.- flexion -C-H
1378,14
-OH flexion C-O

1351,25
1054,25

-CH2-OH tension OH
1025,78
713,78 -C-OH deformacion fuera del

plano
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Figura 12. Espectro IR del compuesto LS01

22



v" Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN):

* '"H RMN en agua deuterada (D,0) y DMSO-ds.

Tabla 02. Senales vs. Valores de Asignacion.

Senal Asignacion
PPmM
3.6 -CH-OH
3,64
3,7 !
’ -C-H
\
O-H
4,7 DO

Figura 13. Espectro '"H RMN compuesto LS01 en DO
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Tabla 03. Valores y Asignaciones de LS01 'H RMN en DMSO-ds

Tipo de

Senal . Asignacion
ppm Senal
2,5 S DMSO-ds

4,43

d -CH2-
4,41
4,35
4,33 t CH2
4,32
4,15

d -CH-
413

Tabla 04. Valores de Constante de Acoplamiento y Asignaciones
correspondientes a LS01 '"H RMN en DMSO-ds

J (Hz) Hidrégenos Tipo de Interaccion Comentario

2,736 H,-Hs, Hs-H, 3J vecinal (gauche) Angulo diedro ~60°.
1,442 H,-H,, Hs-Hg 3J vecinal Cerca de CH,OH.
1,441 H;-H,, Hs-Hg 3J vecinal Simétrico al anterior.
1,229 H,-H; 0 H-C,-OH 3J vecinal o H-C-OH " osible accg":m'e”to con
1,00 H-C;-OH, H-C,-OH 3J H-C-OH Tipico en DMSO-d.
0,998 H-C;-OH, H-C,-OH 3J H-C-OH Simétrico al anterior.
0,539 H-C,-OH o Hy-H, 3J H-C-OH 0 4J CH,OH o alarga

distancia.
0,514 H-C;-OH o H,-H, 3J H-C-OH 0 4J Similar al anterior.
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Figura 14. Espectro '"H RMN en DMSO-ds
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Tabla 05. Valores y Asignaciones de *C RMN DEPT 135° en D.O

Senal Asignacion
ppm
70,648
-CH-
69,083
63,102 CH

Figura 15. Espectro '*C RMN DEPT 135° en D,O LS01
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Tabla 06. Valores y Asignaciones LS01 HSQC bidimensional en D,O y DMSO-ds

13?“:"\‘ Asi iy Senal
signacion 13¢ RMN

\

3,7 -C-H 63
O-H
\

3,55 “C-H 63
O-H

3,60 —CH,-OH 69

3,65 —CH,-OH 70,6

Figura 16. Espectro HSQC en D20 LS01
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Tabla 07. Valores y Asignaciones de LS01 en DMSO, HSQC & en ppm

Seﬁal Seﬁal Asignacién
o) H 6C
4.13:4,15:4,33:4,41;4,43 (t), (d), (d)  71.74, 70,09 —CH,-OH
\
3,57, 3,54,3,41 (M) 64.32 -C-H
O-H
\
3,57, 3,54,3,41(m) 64.32 -C-H
O-H
\
3,57, 3,54,3,41(m) 64.32 -C-H
O-H
\
3,57, 3,54,3,41(m) 64.32 -C-H
O-H
4.13:4,15:4,33:4,41;4,43 (m ) 71,74, 70,09 —CH,-OH

Figura 17. Espectro bidimensional en DMSO-ds, HSCQ & en ppm.
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v Espectrometria de masas (MS): Por técnica de ionizacion Electrospray (ESI),

empleando metanol como disolvente y un voltaje de 4500 V.

Figura 18. Espectro de masas LS01
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v' Equipo Espectrometro de cuadrupolo-tiempo de vuelo Applied Biosystem
QSTARXL. Se realizé por la técnica de ionizacion Electrospray, las muestras fueron

tratadas disolviendo en metanol a un voltaje de 4500V.

Tabla 08. Valor de Masas en el Compuesto LS01

Sefial m/z [ [M + Na]

fragmento Asignacion mlz

205,067 C6H1406 182

Con base en la informacién presentada, se propone la siguiente estructura para la

sustancia LS01

Figura 19. Estructura propuesta basada en los resultados espectroscopicos.

Resultado: Basado en todo lo expuesto, el compuesto LS01 corresponderia al manitol.

3.3.Compuesto LS02

¢ Datos fisicoquimicos de LS02:

Aspecto: Cristales de color de crema a pardo transparente asemejan escamas.

Solubilidad: Soluble agua, parcialmente soluble en etanol, poco soluble en acetona,
acetato de etilo.

Punto de fusion: 70-71°C.

e Elucidacion estructural:
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Tabla 09. Senales y Asignaciones de la Espectroscopia Infrarroja

Numero de

onda Asignacion
cm’
3181 Tension C-H aromatico, amida primaria
2961 Vibracién simétrica de —CH3

1666,70 Tension de enlace C=0, amida primaria
1464 Deformacion antisimétrica CHs
1453
1430 Flexion del plano del OH
1372
1266 Tensién de enlace C-O
1200 Tensién de enlace — C-O- éter
1029 Correspondiente a cadena de carbonos ciclica
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Figura 20. Espectro IR compuesto LS02
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v' Espectroscopia de resonancia magnética nuclear '"H RMN:

Tabla 10. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear 1TH RMN

el Tpode  Comstmesde  ssignacion

PPmM

3,97 s - H de O-CH3
7,05-7,05 d 3,02 8,57 H de anillo aromatico
7,43; 7,45 m - H de anillo aromatico

9,83 ] - H de funcién aldehido

Tabla 11. Valores de Multiplicidad y Constante de Acoplamiento
de '"H RMN CDCl;

Spepﬁ;' H J(Hz)  Multiplete ppm

3.97 2s i MO1 (3.91, 4.07)
7.05 5d 8.50 MO2 (7.01, 7.11)
7.05 6d 3.02 MO3 (7.01, 7.11)
7.43 12'm i MO4 (7.39, 7.55)
9.83 6s i MO5 (9.79, 9.88)
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Figura 21. Espectro 'H RMN en CDCls
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Tabla 12. Seiales y Asignacion *C RMN LS02

Sefal Asignacion
ppm
55 O-CH3
109 C-H estructura aromatica
114 C-H estructura aromatica
118 -C-C- (.aromatico ) vecino a grupo -OH
128 -C-C-( aromatico )
-C-C=0
130 3=0
/
C
148 C=C
153 C-0
191 C=0

Figura 22. Espectro *C RMN LS02
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Figura 23. Espectro HSQC LS02
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Tabla 13. Senales y Asignaciones *C RMN DEPT 90° LS02 en CDCl;

Senal . ‘s
Asignacién
Ppm
118 -C-C- (aromatico)
128 -C-C- ( aromatico)
191 C=0 grupo carbonilo

Figura 24. Espectro '*C RMN DEPT 90° LS02 en CDCl;
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Tabla 14. Comparativa de Sefiales '*C RMN DEPT 90° y DEPT 135° CDCl;
Compuesto LS02

Senal 153G 3C DEPT 3C DEPT
ppm 90° 135°
56,12 - - -CHs
108,75 CH -CH -CH
114,42 CH -CH -CH
127,62 CH -CH -CH
129,81 CH -CH -CH
147,17 CH - -
151,28 CH - -
191,03 CH -CH -CH

Figura 25. Espectro "*C RMN DEPT 135° CDCl; compuesto LS02



Tabla 15. APT CDClI3; Compuesto LS02

Senal

Asignacion
ppm
56,12 C-O—CHs; C-4’

108 C-OH (hidroxilo en carbonos aromaticos C-2',3,5,6’
114,41 C-OH hidroxilos en carbonos aromaticos C-2,3,4,5,6,
122,91 C-O-H grupos hidroxilos C-

127,05 -C-C- (aromatico) C-1 Y C -1’
191,05 Grupo carbonilo aldehido C-2

Figura 26. Espectro APT CDCI3; compuesto LS02
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Con base en los datos obtenidos es posible proponer la siguiente estructura probable de

LS02.

2',3',4,5,5',6,6'-heptahydroxy-4'-methoxy[1,1'-biphenyl]-2-carbaldehyde
Figura 27. Estructura propuesta del compuesto LS02

3.4.Compuesto LSBD

e Datos fisicoquimicos en el compuesto LSBD:

Aspecto: Solido blanco, blando en forma de esferas.
Punto de fusion: 25°C.
Solubilidad: Es soluble en acetato de etilo, cloroformo, poco soluble en acetona, poco
soluble en etanol, insoluble en agua.
*  Elucidacion estructural:
v' Espectroscopia infrarroja (IR):
* Se presentan sefiales en 2954,44 cm™, 2918 cm™ por la tension asimétrica de
—CHgs; a 2850,18 cm™'; correspondiente a la tension simétrica de —CH-.
* La sefial a 1704,74 cm™ corresponde a una tension de enlace C=0
perteneciente a la funcion carbonilo a-cetoester.
* Aparecen también varias sefiales, como en 1411,18 cm™, 1432,28 cm™ y
1464,32 cm™, correspondientes a la deformacion flexion -CHa-.
* También hay sefiales en 1377,77cm™ relacionadas con la deformacién de
enlace C-O. Las sefiales a 1250 cm™ y 1207 cm™' corresponden al grupo —CO-

CHs.

* La sefiala a 720 cm™' corresponde al meneo de —(CH:)n- n>4.
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Tabla 16. Numero de Onda Asignacion Compuesto LSBD

Numero
de onda Asignacion
cm™
2954 .44 —CH; terminal
2918 —CH; / —CH,—
2850,18 —CH,—
1704,74 Grupo carbonilo
1464,32 —CH,—
1432,28 —CH,—
1411,18 —CH,—
1377,77 —CHj; o éster
-COO-R
1250
(grupo éster)
-COO-R
1207
(grupo éster)
720 —(CH3),—, n=4
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Figura 28. Espectro IR del compuesto LSBD
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v' El espectro "H-RMN en DMSO-ds del compuesto LSBD presenta:

*

Una senfal triplete a 0,88 ppm; que estaria representando protones de un
metileno.

Sefial multiplete aguda de 1,24 a 1,30 ppm representaria protones de metilos.
Un multiplete cuyas senales se presentan desde 1,45 a 1,50 ppm
correspondientes a protones de metilenos de cadena alifatica gem vecinales.
Un triplete de 2,18 y 2,20 ppm que indicarian metileno alifatico cercanos a un

grupo carbonilo.

Tabla 17. Valores y Asignacion del '"H RMN en DMSO-ds del Compuesto LSBD

Seiial Tipo de

ppm Senal Asignacion

2,20
2,18 t -CHa-

2,15

1,50
1,47 t -CHz-

1,45

1,30
1,28 S -CHs

1,24

0,87
0,85 t -CHz-

0,83
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Figura 29. Espectro '"H RMN en DMSO-ds del compuesto LSBD
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Tabla18. Desplazamiento Quimico - Multiplicidad y Valores de Integral H Normalizada y la

Asignacion del '"H RMN en Acetona-ds

Senal Multiplicidad Integral

PP (H normalizada) Asignacion

-CH,- adyacente a un grupo
2.3 Triplete 2 electronegativo (p. €j., -O-CH,-CH3)
con dos hidrégenos vecinos

-CH,- alifatico con tres hidrégenos

16 Cuadruplete 2 vecinos (p. €j., -CH,-CH5)
143 Singulete (leve) 1 -OH (intercambiable en DMS(’).-dG)

0 -CH- en un entorno especifico
1.3 Singulete 18 Grupo metileno alifaticos
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Figura 29. Espectro 'H RMN en Acetona-ds del compuesto LSBD
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v En el analisis del espectro *C RMN del compuesto LSBD se observaron:

* Una sefal a 14,43 ppm, que estaria relacionada a un carbono secundario.

* dos sefales a 22,57 y 24,96 ppm correspondientes a carbonos tales como
metilos o metilenos respectivamente.

* Las senales de 29,18; 29,3 y 29,51 ppm respectivamente y la senal a 31,76
ppm estarian representando carbonos de metilos y metilenos vecinales de un
compuesto saturado.

* A 174 ppm aparece una sefial que estaria representando al carbono de un

grupo carbonilo.

Tabla 19. Valores y Asignacion *C RMN en DMSO-ds del Compuesto LSBD

Senal Asignacion
PPmM
174 RCOOR (grupo carboxilo)
31,76 -CH,-
29,51 -CH,-
29,37 -CHz-
29,18 -CH,-
24,96 -CH:-
22,57 -CH:-
14,43 -CH3
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Figura 30. Espectro *C RMN DMSO-ds compuesto LSBD
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v' El espectro '*C RMN DEPT 135° obtenido para el compuesto LSBD mostro:
* La sefal a 14,43 ppm con un valor negativo asociado a un carbono metileno
alifatico.
* Las sefales como 22,25; 24,96; 29,01; 29,18; 29,51; 31,76 y 34,13 ppm
corresponden a sefales positivas que estarian representando carbonos de

metilos o de metilenos alifaticos.

Tabla 18. Valores y Asignacion *C RMN DEPT 135° en DMSO-ds

Senal Asignacion
ppm

34,13 -CHz-
31,76 -CH>-
29,51 -CH>-
29,18 -CH>-
29,01 -CHz-
24,96 -CHz-
22,57 -CH>-
14,43 -CHs
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Figura 31. 3C RMN DEPT 135° EN DMSO-ds compuesto LSBD
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Tabla 19. Senales y Asignacién de HSQC & en ppm del Compuesto LSBD

Senal Senal

54 5c Asignacion
-COO-
) 174 Grupo carboxilo de acido
o éster
34,13
2,20; 2,18 ppm ( t) -CHz-
31,76
29,51;
29,37,
1,50;1,47 y 1,45ppm (m) 29,21; -CHa-
29,18;
29,01
22,57;
1,30 (m) -CHa-
24,96
0,88(m) 14,43 -CH3
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Figura 32. Espectro bidimensional HSQC compuesto LSBD
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Segun los andlisis espectroscépicos del compuesto LSBD, se evidencio la
presencia de una cadena alifatica saturada compuesta por grupos metilenos, metilo y

carbonilo.

53



Conclusiones
identificar y elucidar metabolitos secundarios del alga marrén Lessonia trabeculata
recolectada en la Caleta de Quilca. Este resultado valida la metodologia empleada y
resalta la viabilidad de esta especie como fuente de compuestos bioactivos de interés.
validada en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM), aseguré la
correcta clasificacion de Lessonia trabeculata, proporcionando una base sélida para los
analisis quimicos y biotecnoldgicos posteriores.
Aislamiento de _compuestos _propuestos. Mediante extracciones sucesivas,
cromatografia de columna, cromatografia de capa fina preparativa y recristalizaciones,
se aislaron con éxito tres compuestos (LS01, LS02, LSBD) y alginato. Este proceso
demostro la eficiencia de las técnicas empleadas para la obtenciéon de metabolitos de
distinta naturaleza quimica.
Caracterizacion . de . compuestos _propuestos. La caracterizacion fisicoquimica
exhaustiva, que incluyé espectroscopia de infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear
(RMN 'H, *C, HSQC, DEPT), andlisis de masas (solo en LS01), pruebas de solubilidad
y determinacién de puntos de fusién, permitié proponer:

e LS01 como manitol, un poliol con aplicaciones conocidas en las industrias
alimentaria, farmacéutica y cosmética debido a sus propiedades edulcorantes y
estabilizantes.

e LS02 como un difenilo polihidroxilado con un grupo aldehido, cuya estructura
sugiere estudios adicionales para confirmar su masa y funcionalidad bioldgica.

e LSBD corresponderia a un compuesto lipidico saturado que basado en los
resultados espectroscopicos, orientarian a que el compuesto presenta de una
cadena alifatica con presencia de un grupo carbonilo.

yoduro y tentativamente, fucoxantina mediante cromatografia de capa fina resalta la
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Vi.

Vii.

riqueza de compuestos quimicos que podria tener el alga marrén Lessonia trabeculata.
El alginato es un polisacarido ampliamente utilizado en la industria alimentaria,
farmacéutica y biotecnoldgica, lo que confirma su valor comercial.

biotecnologico de Lessonia trabeculata como fuente de compuestos de alto valor para
aplicaciones industriales entre las que destacarian seria el alginato.

¢ La cuantificacién del yoduro en esta especie de alga marron por medio ICP.

e Con respecto a la fucoxantina fue no tener un estandar para su verificacion.
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Recomendaciones

a) Evaluacion de bioactividad. Es fundamental realizar ensayos de bioactividad

(antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, entre otros) para los compuestos
aislados, como LS02. Estos ensayos podrian incluir pruebas in vitro e in vivo para validar
su eficacia y seguridad.

cromatograficos, instrumentales y espectroscopia de masas. Para la elucidacion
estructural sera necesario mas analisis. Lo que quedaria pendiente para nuevas
investigaciones y otros lipidos que aun estan por aislar usando métodos cromatograficos
instrumentales que permitan conocer mas biomoléculas con potenciales hasta hoy
desconocidos.

Limitaciones del estudio: Entre las principales limitaciones se encuentra la cuantificacion
del yoduro en esta especie de alga marrén por medio ICP para conocer el contenido de
yodo y La otra limitacién respecto a la fucoxantina fue no tener un estandar para su
verificacion.

utilizando un estandar y técnicas analiticas avanzadas (HPLC-MS, RMN bidimensional)
para confirmar la presencia de fucoxantina y determinar su concentracion, lo que
permitiria evaluar sus aplicaciones comerciales.

recursos para evaluar los cambios poblacionales de Lessonia trabeculata en la Caleta
de Quilca y el resto de la costa sur del Peru. Esto permitira establecer estrategias de
recoleccién sostenible y la disponibilidad a largo plazo de esta especie como recurso

biotecnologico.
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Anexos

Constancia de la clasificacion taxonémica del alga marrén.
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Separacion del alginato

Figura 33. Precipitado de alginato en etanol en forma de gel.

Figura 34. Alginato secado a temperatura ambiente
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Senales y asignaciones del espectro IR para la caracterizacion del alginato.

Tabla 20. Senales y Asignaciones sobre la Caracterizaciéon del alginato.

Senal Asignacion
cm™’
3350 Estiramiento O—H (hidroxilo)
Vibracion antisimétrica del grupo
1600
carboxilato (-COQO")

Vibracion simétrica del grupo

1400

carboxilato (-COQO")

1025 Estiramiento de enlaces C-O-C y C-O




Espectro IR de alginato

Figura 35. Espectro IR alginato (espectro obtenido

de equipo Shimadsu (UNI)
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Imagen del cromatofolio realizado en la prueba explorativa de fucoxantina.

Figura 36. Cromatofolio mostrando la franja anaranjada de fucoxantina.
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