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RESUMEN
Se realizo la recolecta de muestras de agua del lago de Chapultepec, con la finalidad de aislar
cepas puras de la especie Microcystis aeruginosa, se emplearon métodos de cultivo
escalonado para la obtencion de biomasa necesaria para el andlisis quimico de los
componentes de la cianobacteria estudiada. Se obtuvieron 50 g de material seco del cual se
realizarén extracciones con eluyentes con polaridad acendente (hexano, diclorometano y
metanol), posteriormente las fracciones de interés se analizardén por resonancia magnética
nuclear (RMN) protonica ('H) y de carbono (°C), espectrometria de masas (EM) acoplada a
cromatografia de gases (CG), asi como cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)
acoplado a espectrometria por electrospray (ESI). Se obtuvieron datos de 18 ésteres metilicos
de 4cidos grasos, cuatro diterpernos correspondientes dehidrofitol, fitol e isdmeros del fitol,
cinco esteroles. Los compuestos identificados fueron comparados en bibliotecas de acceso
publico, asi como con compuestos previamente asialados de la especie en otros estudios. La
composicion relativa de acidos grasos saturados corresponde al 41.75 % de la composicion
total de este tipo de compuestos y el 58.25 % se reporté como acidos grasos insaturados,
residiendo la mayor abundancia en el 9-octadecenoato de metilo y 9-hexadecanoato de metilo
con abundancias de 18.04 y 16.49 % respectivamente. El diterpeno Fitol se identifico con la
mayor abundancia, seguido de los diterpenos cis e isofitol. La composicion de esteroles se
encuentra mayoritariamente conformada por Estigmasterol con un 54.07 %. Los compuestos
identificados se ven influenciados por diferentes factores fisicoqimicos, ya que las

producciones de estos metabolitos estan fuertemente asociadas.

Palabras Clave. Aislamiento, caracterizacion, M. aeruginosa, metabolitos métodos

espectroscopicos y cromatograficos, éstere metilicos, diterpenos, esteroles.

X






CAPITULO L.
INTRODUCCION
1.1 Generalidades.

Las cianobacterias pertenecen al conjunto de microorganismos fotosintéticos (fitoplancton),
adaptados a vivir en suspension en la columna de agua, y se encuentran difundidas por todo
el mundo, y se les puede localizar, practicamente en todos los ecosistemas incluidos los
ambientes extremos (Crispin y Gaylarde, 2004). No obstante, los medios limnico y marino
son los mas importantes para las cianobacterias (Whitton, 1992; Mur et al., 1999; Graham y
Wilcox, 2000; Sitte et al., 2004). Las cianobacterias son organismos unicelulares y pueden
llegar a formar colonias o filamentos. Las formas unicelulares, poseen formas esféricas,
ovoides o cilindricas, cuyas células pueden arreglarse en colonias irregulares, quedando
unidas gracias a la matriz secretada durante su crecimiento. La morfologia filamentosa es el
resultado de multiples divisiones celulares en un solo plano en angulo recto al eje principal
del filamento. La estructura celular consistente de una cadena de células llamada tricoma,
cuyas células vegetativas pueden diferenciarse en heterocistos y aquinetos (Arzate, 2008).
Cuentan con los fotosistemas I y II, ademas de tener la capacidad de sintetizar pigmentos
accesorios para captar la luz de manera mas eficiente, ya que pueden sintetizarlos de acuerdo
a la calidad de la luz a la que estén expuestas (Mur et al., 1999), los pigmentos fotosintéticos
de las cianobacterias estan localizados en la zona tilacoidal de la membrana citoplasmatica.
Generalmente, el color verde de la clorofila-o. es enmascarado por los carotenoides y
pigmentos accesorios como la ficocianina, aloficocianina y ficoeritrina, los cuales se
encuentran almacenados en los ficobilisomas, que se encuentran organizados en filas en la

superficie externa de la zona tilacoidal (Douglas, 1994).

Otra formidable propiedad de las cianobacterias es su gran capacidad para almacenar
nutrientes y metabolitos. Esta afinidad, asi como el que algunas especies posean vesiculas de
gas, les proporcionan ventajas en un determinado cuerpo de agua, ya que regulan su
profundidad y ubicacion vertical en la columna de agua cuando las condiciones son

favorables para su desarrollo (Walsby, 1987), esto les permite proliferar de manera masiva



bajo determinadas circunstancias ambientales. Esta proliferacion provocan alteraciones en
las condiciones fisico-quimicas del agua, modificando el pH, la cantidad de oxigeno disuelto
y llega a producir olor y sabor indeseable, asi como una alteracion estética en las masas de
agua, ademads, son capaces de producir toxinas asi como variedad de metabolitos inusuales
incluidas las cianotoxinas, (Sivonen y Jones, 1999; Azevedo et al., 2002) estos compuestos
con gran potencial toxico, como es el caso de las microcistinas, saxitoxinas y anatoxina-a,
que pueden afectar a organismos vertebrados en dosis muy bajas (Carmichael, 1997; Codd
et al., 1999; Kuiper-Goodman et al., 1999), y provocar cuadros de intoxicacion agudos o

cronicos en animales y plantas.

Por otro lado, las cianobacterias se han identificado como un grupo de organismos de los
cuales se pueden obtener nuevos productos naturales bioquimicamente activos (Moore et al.,
1988; Patterson et. al., 1991; Patterson et al., 1993; Gerwick et al., 1994). Las cualidades
medicas de las cianobacterias fueron por primera vez apreciadas por los afios 1500 AC,
siendo la especie Nostoc sp. utilizada para el tratamiento de gota, fistulas y diferentes formas
de céancer (Pietra, 1990). Sin embargo, la investigacién sobre el aislamiento de productos
naturales biolégicamente activos en cianobacterias es muy limitados. No obstante, durante la
década de los afios noventa los cientificos comenzaron a vislumbrar y realizar experimentos
sobre extractos de cianobacterias, mayoritariamente en cepas de Anabaena y Microcystis sp.,
en los cuales se usé diferentes mecanismos para identificar actividad biologica, mediante
ensayos en los cuales se comprobd los componentes quimicos por medio de pruebas base-

enzima (Schwartz et al., 1990; Moore, 1996).

Las toxinas producidas por las cianobacterias constituyen la mayor fuente de productos
naturales que pueden encontrarse en suministros superficiales de agua dulce y agua marina.
Todas las especies y cepas de todas las cianobacterias planctonicas comunes en las cuales se
incluye especies de los géneros, Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrispermopsis,
Microcystis, Nodularia, Nostoc, Oscillatoria, Lyngbya, Scytonema 'y Tolypothrix producen
toxinas biologicas. Sin embargo, otras especies incluidas en los géneros, Coelosphaerium,

Fisherella, Gomphosphaeria, Hapalosiphon, Schizothrix, Spirulina, Symploca 'y



Trichodesmium se han identificado como especies toxicas, pero, no se ha aislado, ni

caracterizado alguna toxina proveniente de estos géneros (Scott, 1991; Skulberg et al., 1992).

Actualmente se han publicado cerca de 4000 compuestos de cepas de cianobacterias marinas
y agua dulce. Esta alta incidencia de nuevos componentes bioldgicamente activos, indican
que las cianobacterias son una fuente rica de productos naturales potencialmente utiles; ya
que cerca del 6% de los compuestos aislados tienen propiedades anticancerigenas (Moore,
1996), ademas de tener actividades asociadas como antifungicidas, antimicrobianos,

antimalaria y anti-VIH, debido a su actividad citotoxica (Burja et al., 2001).

1.2 Antecedentes.

1.2.1 Clasificacion de las cianobacterias.

Las cianobacterias son conocidas como cloroxibacterias, algas-azuladas y cianoficeas
(Margulis y Schwartz 1999; Graham y Wilcox, 2000; Briand et al., 2003). En un inicio fueron
agrupadas junto con las algas verde-azules, esto debido a que tienen la capacidad de realizar
fotosintesis oxigénica. Para ello cuentan con el pigmento clorofila A en su fotosistema,
ademas de pigmentos accesorios como las ficobiliproteinas, de las cuales deben su nombre

inicial a la ficocianina de color azul (ciano-xvavo) (Arzate, 2008).

Las algas verde-azules, o cianobacterias, han sido tradicionalmente clasificadas con base en
a sus caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas ademas de ser descritas bajo las reglas de la
botanica (Shigeto et al., 2001). Sin embargo, las secuencias del 16S y 5S rDNA situaron a
este phylum dentro del reino de las Bacteria (Woese, 1987). Actualmente son clasificadas
dentro del Reino Monera, Phylum Cyanobacteria, pues comparten caracteristicas comunes
con los demas procariontes, como la ausencia de nticleo y organelos membranosos, poseen
pared celular de peptidoglicano parecida a la de las bacterias Gram negativas, contiene
ribosomas 70 S en vez de 80 S, como los eucariontes (Bryant, 1994). Ademas, comparte con

los organismos del reino vegetal la capacidad fotosintética (Whitton y Potts, 2000).



Geitler, (1932) describid veintitrés especies de Microcystis, en las cuales incluyd tanto
especies con vesiculas de gas como sin ellas. Stanier y colaboradores (1971) sugiri6é que solo
las células que contienen vesiculas de gas deberian ser consideradas como Microcystis. Y de
acuerdo a la mas reciente edicion del manual de determinacion bacterioldgica Bergey’s (Holt
et al., 1994), Microcystis es caracterizada por tener vesiculas de gas, células en forma de
cocoides, ademas de tener la tendencia de formar agregados o colonias y poseer un mucilago
amorfo o vaina. Por otro lado, debe notarse que algunas veces las vesiculas de gas se pierden
durante el cultivo subsecuente (Shigeto et al., 2001). Algunos autores describen estas
vacuolas de gas como un ensamble entre muchas vesiculas como si formaran aerotopos

incidentemente (Komarek y Anagnostidis, 1998).

Watanabe (1996), logro diferenciar cinco especies Microcystis las cuales se adecuaron a este
tipo de criterios en aguas japonesas, siendo estas: Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kiitzing
1846, Microcystis ichtyoblabe Kiitzing 1843, Microcystis novacekii (Komarek) 1974,
Microcystis viridis (A. Braun) Lemmermann 1903 emend. Kondrateva 1975 y Microcystis
weserbergii (Komarek) Komdérek en Kondrateva 1968. Adicionalmente a estas cinco
especies Komarek (1991) distingui6 otra especie Microcystis flos-aquae (Wittrock) Kirchner

1898.



De acuerdo con Kiitzing en 1846 la cianobacteria estudiada Microcystis aeruginosa se

clasifica de la siguiente manera:

Reino: Bacteria.
Phylum: Cyanobacteria.
Clase: Cyanophyceae.
Orden: Chroococcales.
Familia: Microcystaceae.

Género: Microcystis.

Especie: M. aeruginosa.

Figura 1. Células de Microcystis aeruginosa, a) M. aeruginosa, b-d) colonias de M.
aeruginosa tomadas de (Ferreira-Rosini et. al., 2013).

1.2.2 Caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas de Microcystis aeruginosa y su

habitat.

Microcystis aeruginosa es una especie cosmopolita importante entre las cianobacterias
planctonicas (Balaji-Prasath, et. al., 2014). Los florecimientos de Microcystis ocurren en
aguas templadas, turbias y de movimiento lento donde los niveles de nutrimentos (fésforo

y/o nitrégeno) son elevados; tratdndose entonces de medios acudticos eutroficados.

1.2.2.1 Intensidad de luz y flotabilidad.

Microcystis requiere de suficiente intensidad luminosa, incidencia directa y esta se alcanza

durante la primavera y el verano, cuando el crecimiento masivo de las cianobacterias se



acumula en la superficie de la columna de agua. Por otro lado la intensidad luminosa también
puede producir un efecto de fotoinhibicidon en algunas especies y ocasionar la muerte y
sedimentacion de algunos organismos (De Leon, 2002). El aporte de sedimentos por
diferentes fuentes, incrementa la turbidez de la columna de agua limitando el crecimiento del
fitoplancton, sin embargo, las especies de cianobacterias y en este caso M. aeruginosa poseen
aerotopos (vesiculas de gas) que les permiten regular su posicion en la columna de agua y

permanecer en las capas superiores iluminadas, y mantener una tasa alta de fotosintesis.

1.2.2.2 Temperatura.

La temperatura Optima para el crecimiento de las cianobacterias es entre los 20 y 25 °C, este
intervalo es alto para otras especies fitoplanctonicas como las diatomeas y las algas verdes
(Kardinaal y Visser, 2005); por lo tanto, las cianobacterias no se ven afectadas cuando las
condiciones de temperatura son extremas y por el contrario su crecimiento se ve favorecido
(Pineda, 2009), ya que disponen de mas recursos para su reproduccién y crecimiento,
permitiéndoles, desplazar a otras especies evitando con esto la competencia. Se ha visto que
la variacién de temperatura esta relacionada con cambios en la concentracion y composicion
de las cianotoxinas, ya que especies como Anabaena producen microcistina-Leucina-
Arginina (LR) o Mcist-LR a los 25 °C y a mayor temperatura producen microcistina-

Arginina-Arginina (RR) o Mcist-RR (Msagati et al., 2006).

1.2.2.3 Nutrimentos.

El nitrogeno y el fésforo son nutrientes esenciales para el crecimiento de las cianobacterias
(Kaebernick y Neilan, 2001) y se ha documentado que estos microorganismos crecen mejor
que otros organismos del fitoplancton en condiciones limitadas de nitrégeno y/o fosforo,
debido a que tienen una gran capacidad de almacenar estos nutrientes, la cual es suficiente
para realizar de dos a cuatro divisiones celulares, que corresponden a un incremento de la

biomasa de 4 a 32 veces (Kaerbernck y Neilan, 2001; Heavens ef al., 2003).



1.2.2.4 Asociaciones.

Las especies dominantes de cianobacterias son clasificadas de acuerdo al tipo de asociacion
de grupos funcionales. Y de acuerdo a Reynolds (1997) y Reynolds et al., (2002) estas
asociaciones estan referidas a conjuntos de especies con morfologia, rasgos fisioldgicos y
ecologia similar. Este tipo de asociaciones estan descritas por un codigo de letras (M, H, Sy,
S), refiriéndose a las propiedades del habitat, géneros y/o especies representativas, tolerancia

y sensibilidad a condiciones medioambientales.

e Asociacion M. Representantes tipicos: Microcystis 'y Sphaerocavum; Habitat: Capa
de mezcla diaria de pequefios lagos eutrdficos; Tolerancia: Intensidad y tiempo de

exposicion a la luz (Alto); Sensibilidad: Baja intensidad de luz total y sofocamiento.

e Asociacion H. Representantes tipicos: Anabaena, Aphanizomenon y Gloeotricha;
Habitat: Lagos mesotroficos relativamente largos; Tolerancias: niveles bajos de

nitrogeno; Sensibilidad: baja intensidad de luz y bajas concentraciones de P.

e Asociacion S. Representantes tipicos: Planktothrix agardhii, Limnothrix redekei y
Pseudanabaena; Habitat: Capa mezclada turbia; Tolerancia: Intensidades de luz

extremadamente bajas; Sensibilidad: Sofocamiento.

e Asociacion Sy. Representantes tipicos: Cylindrospermopsis, y Anabaena
minutissima; Habitat: Capa caliente mezclada; Tolerancia: Baja intensidad de luz y

bajas concentraciones de nitrogeno; Sensibilidad: Sofocamiento.

En este tipo de asociaciones pueden representarse agrupaciones de otras especies de
cianobacterias diferentes a las mas comunes, refiriéndose al tipo de asociacion (M, H, S o

Sn) en referencia tinicamente al tipo de hébitat, tolerancia y sensibilidad.



1.2.3 El Metabolismo.

El metabolismo es un proceso bioquimico constante y colectivo, que ocurre durante el ciclo
de vida de cualquier organismo unicelular o multicelular. Estos procesos bioquimicos pueden
ser clasificados como dos procesos catabolismo y anabolismo; en donde los productos finales
de estas dos vias, son usados en la formacion de substratos e intermediaros para otras vias
metabolicas y este tipo de substancias son conocidas como metabolitos (Gokulan et al.,
2014). Estas substancias son clasificadas como metabolitos primarios y secundarios, segun

la funcién que desempeiien en los organismos (Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades Fisioldgicas y bioquimicas de los metabolitos primarios y secundarios
(Gokulan et al., 2014).
Metabolitos primarios Metabolitos secundarios

e  Moléculas pequelas. e  Moléculas grandes..

e  Producen algunos productos intermedios o e  Producen arreglos de moléculas.
finales. e Sintetizan a nuevos componentes.

e Los productos finales construyen bloques e No son vitales para el crecimiento celular, el
para la formacion de macromoléculas. analisis de la funcion fisiologica es dificil.

e Son esenciales para el crecimiento y e Son productos de complejas e inusuales
viabilidad de la célula. estructuras quimicas.

e  Su funcion fisiologica es conocida. e Laproduccion ocurre en las fases de latencia

e Compuestos por estructuras quimicas y tardias.
simples. e Los metabolitos secundarios son utilizados

e Los productos finales son utilizados para en la industria (cosmética, agricultura,
la sintesis de coenzimas. farmacéutica).

e Proveen de energia para las diferentes e Protegen a los organismos de condiciones
actividades celulares. medioambientales dificiles.

Los metabolitos primarios, sirven como fuente primaria de energia, con los que se activan y
preforman varias de las funciones bioquimicas y fisiologicas de las células como los
aminoacidos, el piruvato, el acido citrico y el 4cido lactico. Los metabolitos secundarios no
son esenciales para el crecimiento de la célula, pero en algunos casos funcionan como parte
de las estrategias de supervivencia de los organismos durante situaciones adversas (Madigan

et al.,2009).



1.2.3.1 Metabolitos de las cianobacterias.

Las cianobacterias son organismos unicelulares, que han sido estudiados primordialmente
por su morfologia como organismos procariontes, su mecanismo fotosintético, su capacidad
de fijacion de nitrogeno, asi como algunos aspectos de su estructura y su genética (Packer y
Glazer, 1988). Por otro lado, la comprension y vision general de los metabolitos en las
cianobacterias incluye desde lipidos, compuestos parecidos a lipidos, metabolitos
nitrogenados, oligopéptidos y complejos derivados de aminoécidos. (Rezanka y Dembitsky

20006).

A pesar del gran interés en estas estructuras y actividades bioldgicas tnicas descritas en las
cianobacterias, solo en algunos de estos metabolitos, han podido ser estudiadas sus rutas
biosintéticas (Chang et. al., 2004). Esta es una consecuencia de los métodos de cultivo en
laboratorio de las diferentes especies, ya que las cianobacterias son dificiles de purificar y
separar de las colonias bacterianas, el crecimiento puede ser nulo o muy lento, se tienen
requerimientos nutricionales poco definidos, asi como una caracterizacion bioquimica poco

desarrollada y en etapas tempranas (Rorrer et. al., 1995; Burja et. al., 2002).

El analisis de mas de 200 productos naturales reportados hasta la fecha de cianobacterias,
resultan en patrones estructurales que reflejan diferentes tendencias metabolicas intrigantes
para este grupo (Chang et. al., 2004). Adicionalmente las cianobacterias tienen una cantidad
inusual de enzimas adaptadoras que activan la oxidacion catalitica, metilacion y la
halogenacion, asi como algunos grupos funcionales adicionales, resultan en productos
naturales que poseen haluros vinilicos (cloro, bromo, yodo) y alquilos donde se incluyen
grupos diclorometano y triclorometilo e incluso funcionalidad bromuro acetilénico (Gerwick

et. al.,2001).

Las cianobacterias se les ha reconocido como uno de los grupos microbianos mas
prometedores, de los cuales se realizan investigaciones en busca de nuevos componentes

biactivos (Sivonen et. al., 2010). Ya que se han identificado péptidos de bajo peso molecular,



distribuidos en un intervalo de aminoacidos proteinogénicos y no-proteinogénicos como la
mayor clase de compuestos producida por las cianobacterias (Burja et. al., 2001), asi como
pequenias moléculas de péptidos lineares o ciclicos con un alto nivel de variaciones
estructurales (Welker y von D6hren 2006; Sivonen y Borner 2008). Este tipo de péptidos son

producidos por dos vias biosintéticas ribosomales y no-ribosomales (Sivonen et. al, 2010).

La primera ruta, biosintética (no-ribosomal) fue descrita, en cepas de Anabaena sp.
(Rouhiainen et. al., 2000) y Microcystis aeruginosa (Tillet et. al., 2000) en compuestos como
anabeopeptinas, microcistinas y nodularinas. Los metabolitos secundarios frecuentemente
reportados son una mezcla de péptidos originados por la ruta biosintética policétido/no-
ribosomal (Chang et. al., 2004). Este tipo de biosintesis hibrida requiere de una actividad
integrada de la sintasa policétida (PKS) y la sintasa péptida no-ribosomal (NRPS), estos
procesos son comunmente encontrados en algunos grupos de microorganismos, siendo los
mas comunes las cianobacterias y las mixobacterias (Gerwick et. al., 2001; Silakowski et.
al., 2001), por otro lado, la ruta biosintética (ribosomal) fue descrita en 2005 en cepas de
Prochloron didemni en el compuesto cianobactin patelamida (Schmidt ez. al., 2005). Las
patelamidas son péptidos, caracteristicamente compuestos por dimeros ciclicos pseudo-
simétricos, que ejemplifican estas Unicas caracteristicas estructurales y con potentes
actividades como son los productos naturales, ya que la patelamida A es moderadamente
citotoxica y las patelamidas B, C y D su actividad ha sido reportada con resistencia inversa

a multiples farmacos (Williams y Jacobs, 1993; Fu et. al., 1998).

Existen tres drdenes de cianofitas (Chroococcales, Osillatoriales y Nostocales) que producen
una vasta coleccion de componentes toxicos, que son producidos por diferentes géneros de
cianobacterias como: Anaboenopsis, Aphanizomenon, Aulosira, Cylindrospermopsis,
Cylindrospermun, Microcystis, Nodularia y Richelia (Rezanka y Dembitsky 2006). Se han
descrito cerca de 40 especies diferentes de Nostocales, en su mayoria dentro de las especies
Anabaena 'y Nostoc que son capaces de producir mas de 120 productos naturales (Tabla. 2),

conformados en su mayoria por metabolitos secundarios (Burja ef al., 2001).
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Tabla 2. Compuestos aislados de cianobacterias. (#) refiere al nimero de compuestos aislados
provenientes de esa familia (Burja et al., 2001).

Origen

Compuesto

Actividad

Tipo

Orden chroococcales
Aphanothece sp.
Microcystis sp.
Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa
y M. weserbergii
Microcystis viridis
Synechococcus sp.
Synechocystis sp.

Poli-3.hidroxialcanoatos
Toxina diarreica
Aeruginosina(6),
kawagucipeptina,
microcistilido, microcistina(6),
micropeptina(3), microviridina(2),
toxina BE-4, saxitoxina
B-ciclocitral

Cianoviridina RR

Acido linoleico, ficocianina
35-0-B-6-amino-6-
deoxiglucopiranosil
bacteriohopanetetrol,
glicoglicerolipidos nakitriol,
nakienona(3)

Sin Actividad

Citotoxico

Inhibidor enzimatico, citotoxico,
diferenciador celular, promotor tumoral,
endotoxico, hepatotoxina, antibidtico,
anticancer, sin actividad toxica,
toxico, antibiotico,

Sin actividad

Toéxico

Antibiotico, sin actividad

Sin actividad, citotoxico

Alcano
Lipopéptido
Lipopéptido

Ciclocitral
Lipopéptido
Acido graso,
lipopéptido
Triterpeno, Acido
graso,
Metabolitos C-11

Didemnina(7) Anticancer, Antiviral, inmunosupresor Lipopéptido
Orden pleurocapsales
Hyella caespitose Caazostatina, clorohiellazol Antifungico, sin actividad Lipopéptido,
Orden oscillatoriales
Lyngbya bouillonii Laingolida(2), lyngbyalosida Citotoxico, sin actividad Lipopéptido
Lyngbyapeptina, madangolida
Lungbya gracilis Azabiciclonona, Sin actividad, citotoxico Alcaloide,
debramoaplisiatoxina lipopéptido
Lynbya lagerheimii Sulfolipido(4) Actividad anti-VIH

Lyngbya majuscula

Oscillatoria sp.
Ocillatoria acutissima

Oscillatoria agardhii

Oscillatoria nigroviridis
Oscillatoria raoi
Oscillatoriaceae sp.

Antillatoxina(2), aplisiatoxina(3),
Apramida(6), barbamida
I'-lactona(4), carmabina(2),
curacina(4), n,7- dimetilindol- 3-
carboxaldehido, dolastatina(5),
frontalina, goniautoxina,
grenadadiena(2), grenadamida,
hermitamida(2), kalkipirona,
kalkitoxina, koroamida, laxaficina
(2), lyngabellina, lyngbyacarbonato,
lyngbyatoxina(3),
majusculamida(6), maleimida,
malyngamida(26), acido
malyngatico, malyngolida(2), acido
endico 4-metiltetradecano-7-metoxi,
acido enoico 4-metilhexadecano-9-
metoxi, microcolina(3), pitamida(2),
pukelemida(7), quinolina (2),
tanikolida, teleocidina(5), yaoamida,
yanacamida(2), Sulfolipido
Ocillariolida, toxina diarreica
Acutificina(21), (+)-trans-20,21-
didehidroacutificina
anabaenopeptina(8), microcistina(2),
oscillamida, oscillapeptina(6)
Oscillatoxina(15) Raociclamida (2),
digalaptolipidos (4)
30-metilaoscillatoxina D, 31-
noroscillatoxina, oscillatoxina(3),
acido tumanoico(5), escitonemina
Hierridina, 2,4-dimetoxi-6-
heptadecil-fenol

Sulfolipido(4)

Radiosumina, tubercidina
(-)-E-1-Clorotridecano-1-ene-6,8-
diol, aplisiatoxina(2)

Calcio de spirulina, poli-B-

Anticancer, antialimentaria
Antifingico, antiinflamatoria,
Antimicrobiano, antimicotico,
antiproliferativo, antiviral, anti-VIH,
toxicidad en salmuera de camaron,
citotoxico, disrupcion del citoesqueleto,
herbicida, ictiotoxico, inmunosupresor,

moluscida, neurotoxico, sin actividad, union
PBDu, promotor tumoral, activador de la
proteina quinasa, irritante de la piel, toxina.

Sin actividad, citotoxico
Anticancer, citotoxicidad

Inhibidor enzimatico, hepatotoxina

Toxico general, anticancer citotoxico

Citotoxico, sin actividad, pigmento antisol

Antiplasmodial, antibiotico

Actividad anti-VIH

Acido graso (sulfo)
Alcaloide, amida
(bromo, cloro y
pirrol), amina, acido
graso (cloro, sulfo y
tiazolina), imidazola,
lactonas,
Lipopéptidos,
malyngolida

Macrolida,
lipopéptido
Cetales, lactonas,
macrociclo,
macrolidas
Lipopéptido

Aromatico,
lipopéptido-bromo
Ester, acido graso,
indol aromatico
Derivados de fenol
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Phormidium ectocarpi
Phormidium tenue

hidroxibutirato,ficocianina(2)
Simplostatina(2) Acilo de
tuniclorina

Inhibidor enzimatico
Antibiotico, anticancer, citotoxico

Acido graso (sulfo)
Lipopéptido
Indol, aromatico

Orden nostocales
Anabaena sp.
Anabaena basta

Anabaena circinalis
Anabaena flos-aquae

Anabaena variabilis

Anabaena sp.
Aphanizomenon flos-
aquae

Aulosira fertilissima
Calothrix sp.
Cyanospira capsulata
Cylindrospermum
licheniforme
Cylindrospermopsis
raciborskii
Hormothamnion
enteromorphoides
Nodularia sp.
Nodularia spumigena
Nodularia harveyana
Nodularia spumigena

Nostoc sp.

Nostoc commune

Nostoc ellipsosporum
Nostoc linckia

Nostoc muscorum
Nostoc sphaericum
Nostoc spongiaeforme

Rivularia firma

Scytonema mirabile

Microcistina (3), puwainaficina
Bastadina(20), bastadina O-sulfato
ester (3)

Circinamida, microcistina
2;9-Diacetil-9-azabiciclo(4;21)non-
2;3-ene, anatoxina(2), saxitoxina
Bis(X-butirolactona),
plastocianina

Afanorfina(2),

saxitoxina

Aulosirazol(2)

Calothrixina(2)
4-0O-[1-CarboxietilJmanosa, N-
acetilglucosamina
Cilindrociclofano(3)

Cilindrospermopsina(2)

Hormotamnina(2),

Toxina diarreica
Nodulapeptina(2), espumigina3)
(3R,25R)-3,25- Dihidroxigexacosil-
a-D-glucopiranosida

ADDA nodularina, Toxina
nodularina, espumigina, suomilida
Criptoficina(52), nostoficina,
nostociclamida, nostoclida(2)
Nostodione, microsporina
diterpenoide(6)

Cianovirina

Boroficina, nostociclofano
Muscorida

Estaurosporina, indolcarbazol(2)
Nostocina A, tenueciclamida(4)

Polibrominato bisindol(6), rivularina

Didehidromirabazole(2), isonitrilo,
mirabazole(2), tantazole,

Cardioactivo, hepatotoxina
Antibiotico, antiinflamatorio, citotoxicidad

Inhibidor enzimatico, toxico
Toxico, neurotoxina, antibiotico anticancer

Antibiotico, sin actividad
Citotoxico
Sin actividad, antibidtico, anticancer toxico

Anticancer
Antimalaria, anticancer
Sin actividad
Anticancer citotoxico

Citotoxico
Anticancer, antibiotico

Citotoxico
Sin actividad
Sin actividad

Hepatotoxina, enzima toxica inhibitoria, sin
actividad

Anticancer citotoxicidad, antifungicida,
antibidtico, sin actividad

Antifungicida, antibidtico, antimicotico,
citotoxico, pigmento antisol

Anti-VIH, antiviral

Citotoxicidad

Antibiotico

Antiviral, citotoxico

Antibidtico, antialgas, pigmento citotoxico

Anti-inflamatorio, sin actividad

Antibiotico, citotoxicidad, sin actividad.

Lipopéptido
Lipopéptido, ésteres

Lipopéptido
Lipopéptido,
alcaloide

Lipopéptido

Lipopéptido
Aromatico, pirrol,
Lipopéptido
Aromatico
Indoles
Exopolisacarido
Alcaloide,
macrociclo,

Cloro alcaloide

Lipopéptido,
Estirilcromona
Lipopéptido
Lipopéptido
Glucolipido

Lipopéptido,
glucosido

Amida, Lipopéptido

Lipopéptido, terpeno,
oligosacarido
Péptidos y proteinas
Esteres, cetales,
piranos,
Lipopéptidos

Indoles

Lipopéptido

Scytonema . Ha‘liilh(ip(;irina, citoficina, Tndoles, bromo
pseudohofmanni swiniotda Citotoxico, antifungicida, antiviral,

Tolypothrix sp. Kalkipirona antimicotico Alcaloides
Tolvpothrix Nonametoxi-1-pentacosenona, . .. .
con};f;utinam polimetoxi-1-alqueno (7), citoficina, g%:otovqgag tic in actividad Llpqpeptldo
Tolypothrix nodosa tolitoxina itotoxicidad, anticancer, sin activida Y —pirona
Tolypothrix tenuis

Orden Stigonematales

Fischerella muscicola Fischerellina Anhidrohapaloxindol, Antifungicida, herbicida Lipopéptido
Hapalosiphon fontinalis ~ hapalindol(5) Antibidtico, antifungicida Alcaloides, indoles
Hapalosiphon Hapalosina, welwistatina, Anticancer, antibiotico, antimicotico, Alcaloides,
welwitschii welwitindolinona citotoxico Lipopéptido
Prochlorothrix

hollandica Triterpenoides(3) Sin actividad Terpenos (hofanos)
Westiellopsis prolifcans ~ Westielamida Citotoxico Lipopéptido
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Hasta el momento, no se sabe por qué las cianobacterias producen toxinas, podemos suponer
que la produccion de este tipo de compuestos tiene la funcidon de proteger al organismo contra
la depredacion (Carmichael, 1986; Carmichael, 1992; DeMott et al., 1991) e incluso que
estos tengan funciones alelopaticas qué, les permita desplazar a otras especies y competir de
manera mas eficiente por los recursos disponibles. Un ejemplo de este tipo de funcion, se
encuentra en los florecimientos de cianobacterias en fuentes de abastecimiento de agua para
consumo humano en México, donde especies del genero Microcystis sp., se encuentran
mayormente distribuidas en lagos urbanos (Alva, 1999). Otro ejemplo en donde se refleja la
afectacion de las cadenas troficas, se observd en bioensayos realizados en especies de
claddceros, concluyendo que conforme aumenta la concentracion de la cianobacteria la tasa

de reproduccion se ve afectada (Alva-Martinez et al., 2007).

Las toxinas en las cianobacterias se agrupan en dos grandes categorias basadas de acuerdo al
tipo de bioensayo empleado para monitorear su actividad. Las citotoxinas son nombradas asi
debido a que los métodos de bioensayos utilizados para detectarlas, son frecuentemente
cultivadas en células de mamiferos, especialmente en células tumorales; las biotoxinas son
nombradas de esa manera debido a que los bioensayos son practicados con pequefios
animales (ratones o invertebrados acuaticos). No existen reportes sobre las citotoxinas en las
que se les encuentre responsables de la muerte de animales. Sin embargo, las biotoxinas han
sido responsables de casos intermitentes en el mundo, de enfermedades e incluso la muerte,
de ganado, mascotas y especies en vida silvestre, por ingestion de agua contaminada por

algas toxicas (Carmichael, 1988a, b; Codd y Poon, 1988; Carmichael ef al., 1990).

Los géneros de cianobacterias formadores de florecimientos, contienen especies referidas
como cianobacterias dafinas, algunos ejemplos incluyen especies: Anabaena, Anabaenopsis,
Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Raphidiopsis, Microcystis, Nodularia, y Planktothrix
(Carmichael ef al., 1992; Codd et al., 2005a, 2005b; Gademann et al., 2008). Estos géneros
toxigénicos son responsables de producir una importante diversidad de arreglos quimicos de
metabolitos secundarios, que pueden ser agrupados acorde a sus estructuras quimicas y

efectos bioldgicos (Tabla. 3)
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Tabla 3. Cianotoxinas comunmente observadas en agua dulce, estuarina y marina (Codd et
al., 2005a; Fristachi et al., 2008, Isaacs, 2011).

Toxina

Tipo y numero de congéneres

Modo de accion

Hepatotoxinas
Microcistinas.(a)

Nodularinas.(b)

Cilindrospermopsinas.(c)

Heptapéptidos ciclicos (>70).

Pentapéptidos ciclicos (9).

Alcaloide guanidina (3).

Inhibidor de la proteina fosfatasa,
promotor tumoral.

Inhibidor de la proteina fosfatasa,
promotor tumoral carcinogénico.

Inhibidor de la proteina fosfatasa, dafio
genotoxico y necrotico en el higado y
otros organulos.

(b) .

(c)

Neurotoxinas

Anatoxina-a (d)

Incluida la homoanotoxina-a.
Anatonina-a (S).(e)
Saxitoxinas.(f)

B-Metilamino alanina.

Alcaloide Azobiociclico (5).

Guanidina ester metil fosfato (1).
Alcaloide Carbonato (>20).

Modifica aminoacidos.

Agente bloqueador de la sinapsis
neuromuscular y antagonista de la
acetilcolinesterasa.

Inhibidor de la acetilcolinesterasa.

Bloqueador del canal de Sodio.

Agente Neurodegenerativo.

(d) }

(f) HQN/O\O

H (e) /\r\ N—CHjg
N HN \ "
CH3 >/N\/O CHs ) H
\ P )|\ ——NH
HN HO/”\O N
5 ' HN N [
Ol
CHg OHH
Dermatotoxinas

Lyngbyatoxina-a. (g)

Aplisiatoxina.(h)

Alcaloide Indol (1).

Alcaloide poliacetato (2).

Agente inflamatorio y activador de la
proteina Quinasa C.

Agente inflamatorio y activador de la
proteina Quinasa C.

(2

Endotoxinas

Lipopolisacaridoss.

Lipopolisacéridoss (muchos).

Irritantes  gastrointestinales y agentes
inflamatorios.

Estructuras quimicas de metabolitos secundarios donde: (a) Microcistina-LR, (b) Nodularina,

(c) Cilindrospermopsina,

(d) Anatoxina-a,

Lyngbyatoxina y (h) Aplisiatoxina.
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Las citotoxinas no son letales para los animales, pero tienen un amplio espectro de
bioactividad en contra de algas, bacterias, hongos y lineas celulares de mamiferos. Su
descubrimiento en su mayoria fue aportado por investigaciones en la busqueda de nuevos
componentes farmacéuticos, agroquimicos, (Cannell et al., 1988; Schwartz et al., 1990)
antibioticos, (Flores y Wolk, 1986; Mason et al., 1982; Schwartz et al., 1990) y agentes
anticancerigenos (Kashiwagi et al., 1980; Rinehart et al., 1981; Patterson et al., 1984;
Gerwick et al., 1989). Los bioensayos usados durante estos estudios mostraron que los
componentes aislados tienen actividad antineoplasica, es decir que son empleados para
impedir el desarrollo, crecimiento, o proliferacion de células tumorales malignas
(Carmichael, 1992). Estudios en antibioticos citotoxicos incluyeron compuestos como:
acutificinas, indolcarbozoles, isonitrilos miranilenos, paraciclofanes, citoficinas, tantazoles,
tolitoxinas, toyocamicinas y turbencidinas, la mayoria de estos compuestos fueron aislados

de Nostocales y Stigonematales (Tabla 4) (Patterson et al., 1991).

Tabla 4. Estructura quimica de metabolitos de Cianobacterias. Adaptado de (Rezanka y
Dembitsky, 2006)

Especie Metabolito
Anabaenopsis circularis 'y A. milleri Microcistina, LR(la), RR(1b), LA(lc),
(Lanaras and Cook 1994). YR(1d), MC-LR, RR, YR, MC-RR y MC-

Microcystis aeruginosa 'y Aphanizomenon | YR, Variantes de monodimetil y didemetil
flos-aquae (Jurczak et al. 2004)
Arthrispira fusiformis, Anabaenopsis
abijatae (Ballot et al., 2005)

X
1-a Leu
1-b Arg
1-c Leu
1-d Tyr

Arthrispira fusiformis, Anabaenopsis

N toxi toxina-A
abijatae (Ballot et al., 2005) curotoxina anatoxina

H
N
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Anabaenopsis rippkae (Soriente et al., 1-(0-a-D-glucopiranosil)-3R,27R-

1993) octacosanediol(3a), 1-(O-a-D-
glucopiranosil)-27-oxo0-3R-octacosanol(3b)
HOH,C .
R R
HO o 3-a H OH
HO 3-b =0

OH

Anabaenopsis capsulata (Garozzo et al., Oligosacarido
1998)

[3)—a—D—GlcpNAc—( 1=3)-a—bD-Gal pA-(1>3)-a—L-Fuc p-( lc}n
4 2 4

A A

a—L-Arap oa—bD-Gal pA B—D-Glcp
3

B—D-Man p

S }

CH;CH-4—3—D-Man p

COOH

Aphanizomenon flos-aquae (Ikawa et al., | Glucosido-1, Xilosa, gluc6sido-2
1995)

N R Rl Rl RZ RZ
R s5-b =0 H H
NN N H 5-c =0 OH  CH,
’ 5-d OH H OH  CHs
5-e H OH CHy OH
Vs V 5-f OH H CH,OH OH
N N 5-g H OH OH CHOH
5-h H OH CHOH OH
A. flos-aquae (Gulavita et al., 1988), Afanorfina, alcaloide Neurotoxina,

Anabaena, Aphanizomenon y Planktothrix | Anatoxina-A,
(Rezanka y Dembitsky, 2006)
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Cylindrospermopsis raciborskii, Toxina citotoxica deoxicilindrospermopsina
Aphanizomenon ovalisporum y Umezakia | (16a) cilindrospermopsina (16b), -7-

natans (Kaebernick y Neilan, 2001), epicilindrospermopsina

Raphidiopsis curvata (Li et al., 2001) (16¢)

Cylindrospermopsis raciborskii (Norris et
al., 1999; Rezanka y Dembitsky 2006).

R
16a H
16b (R)—OH S
16c  (S)— OH \|( \(
: N OH
A. flos-aquae (Tischer, 1938; 1939). B-caroteno(9a), pigmentos como flavacina,
afanina y afanicina, echinenona(9b) vy
cantaxantina(9c)
. R" R’
9-a 2H 2H
\)\A/‘\/\/Y\ NN 9-b O 2H
9-¢c O O
A. flos-aquae (Fiksdahl, et al., 1983) Mixoxantofilla (10a), afanizofilla
(oscillaxatina) (10b)
Rha—0 10 a,b

R

" A U AN
W\)\é 0-a H
" 10-b OH

Aphanizomenon 'y Planktothrix. Geosmina(11)

Synechococcus sp., Anabaena sp.
(Vanderploeg et al., 1992)

OH
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A. flos-aquae (Rapala et al., 2005)

Microcystis aeruginosa

Saxitoxina (7g), decarbamoilsaxitoxina (7a),
neosaxitoxina(7h), GTX1 (goniatoxina)(7j),
de GTX(7¢), GTX(71), GTXS8 (7q),

(Pereira et al., 2000).
Za-r
R* R? R? R*
OR# 7-a H H H H
7-b OH H H H
7-c H H  0SO03 H
7-d OH H  0SO03 H
R1 7—e H 0SO3 H H
N 7-f OH 0SO0; H H
® 7-g H H H CONH,
NH, 7-h OH H H CONH,
7-i H H  0SO;  CONH,
" ﬁ) 7-j OH H  0SO; CONH,
2 7—-k H 0SO3 H CONH,
7-1 OH 0SO3 H CONH,
7-m H H H CONHSO;
7-n OH H H CONHSO;
7-0 H H  0SO; CONHSO;
) OH 7—P OH H 0SO; CONHSO3
R % 7-q H 0SO3 H CONHSO3
R3 7-r OH 0SO; H  CONHSO;

Planktothrix chalybea (Vanderploeg et al.,
1992).

Geosmina(12) 2-metilisoborneol

OH

A. flos-aquae (Murakami et al., 2000)

Anabaenopeptinas I(14a) y J(14b)
Carboxipeptidasa-A, Péptidos ciclicos

14 a,b H & .
R @j{ S e
14-a iPr X7 N *—coon
14-b Phe ° {
Aulosira fertilissima
(Corbett et al., 1992; Stratmann ef al., Aulosirazolena(15)
1994)
(@]
S\N
V4
OH o OMe
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Cylindrospermun stagnale (Gugger et al.,
2002)

C. lincheniforme (Moore, 1992)

Acido Palmitico, palmitoléico,
octadecadienoico y  octadecatrienoico
paraciclofanes cilindrociclofano A-F(17a-f)

cilindrociclofano D (17f)

17 a-f

R" R
17-a H H
17-b OH H
17-c OH OH
17-d OAc H
17-e OH OAc
17-f OAc OAc

2

C. lincheniforme (Moore, 1992)

Nostociclofano

\
A\
W \/\
A\
\\

OH

I’/I,
{
“OMe

Escitoficina B(19a), 6-hidroxiscitoficina B
(19b), Tolitoxina (19c¢)

\\\‘\O
S

- 19 a-c
R R® R R
19-a Me H H H
19-b Me H OH H
19-¢c H Me OH Me
COOR? OMe
C. musicola (Jung et al., 1991) Tolitoxina(20)
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Cylindrospermum sp., (Juttner y Wessel,
2003)

(2,5.hidroximetil)Priolidina-3,4-diol(21)

OH

Nodularia spumigena (Rezanka et al.,
2003)

Nodularia harveyana (Soriente et al.,
1992)

Glicolipidos 1-(O-o-D-glucopiranosil)-
3R,25R-hexacosanodiol(22a), 1-(O-a-D-
glucopiranosil)-3S,25R-
hexacosanodiol(22b) y 1-(O-a-D-
glucopiranosil)-3 oxo-25R-hexacosano(22c)

HOH,C,

22-c¢ =0

o

R R HO 0
22-a H OH Ho i N
22 - b OH H OH \\\\\\\\
H (o]

Nodularia spumigena (Fujii et al., 1997a)

Glucosidico, suomilido

///“\\¢//“\\¢//L§§o

NH
HO5SO OmMe

cveg

o
o)‘l\/\/\
o
o,

=

"o
/ N NH>
\n/

NH

N. baltica, N. harveyana y N. spumigena
(Sinha et al., 2003)

Shinorina (24a) Porfira-334 (24b)

R
24-a H
24-b Me

HOOC

\—NH

OMe

HO OH  HOOC




N. spumigena, Microcystis aeruginosa Nodulapeptinas A (25b) y B (25a)

(Eriksson et al., 1988)
R¥% k
25-a -S(Me)O X7 N </

25-b -S(Me)O,

Péptidos lineales espumiginas A-D (26a-d)
N. spumigena (Fujii et al., 1997b) Adda-D-Glu(y)-Mdhb-D-MeAsp(j3)-L-Arg-
OH, Adda-D-Glu(y)-Mdha-D-Ala-L-Leu-D-
MeAsp(B)-L-Arg-OH, L-Leu-D-MeAsp(p)-
L-Arg-Adda-D-Glu(y)-Mdha-D-Ala-OH y
L-Phe-D-MeAsp(p)-L-Arg-Adda-D-Glu(y)-
Mdha-D-Ala-OH

OH

R2
o =
= N
=t N
OH o
HO o NH

H
HaN N\/\/\,\/\']\
\”/ ‘Arg Rt
NH

L. majuscula (Chang et. al., 2004) Curacina A R = CH3
Curacina DR =H

x Xy

OCHj

21



1.2.3.2 Importancia de los metabolitos y sus diferentes usos.

Dentro del género de las cianobacterias se han descrito un gran nimero de metabolitos con
un alto potencial biactivo, no obstante, algunos de estos compuestos no han sido del todo
estudiados, ya que la obtencion, aislamiento y purificacion de los mismos dificulta este tipo
de estudios. Por otro lado, se ha hecho énfasis en compuestos conformados por péptidos, ya
que este tipo de moléculas (microcistinas y/o nodularinas) tienen multiples efectos
inhibitorios sobre las proteinas fosfatasas (Claeyssens et. al., 1995; Rabauille et. al., 1995;
Hayakawa y Kohoma 1995; Murphy et. al., 1995), otros péptidos ciclicos con estructura
similar a la Bristamida, como la westielamida aislada de Westiellopsis prolifica (Prinsep et.
al., 1992) que actian como agentes antitumorales (LoRusso et. al., 1990, Prinsep et. al.,
1992, Sivonen et. al., 2010), dentro de estos compuestos antitumorales, también se encuentra
el compuesto Curacina A, aislada de la especie, Lyngbya majuscula, la cual posee una
estructura unica, compuesta por un posicionamiento secuencial de un anillo de tiazolina y
ciclopropilo, que actian como potentes agentes de toxicidad celular, que interactian con el

sitio de union colchicina en los microtibulos (Chang et. al., 2004).

Este tipo de metabolitos han sido recopilados en la literatura de los productos naturales de
las cianobacterias (MarinLit, 2001), han mostrado que aproximadamente un 68% de estos
compuestos contienen nitrogeno, probablemente derivado del metabolismo de los
aminodcidos, contiendo fragmentos derivados de aminoéacidos unidos a porciones de acidos
grasos de los cuales se forman 72 lipopéptidos conocidos, con diversas propiedades biactivas
descritas (inhibidores enzimaticos, antibidticos, anticancer, antifungicidas, antivirales y
citotoxicos) (Burja et. al., 2001), algunos de estos nuevos compuestos bioquimicamente
activos, han sido aislados de la cianobacteria L. majuscula en diferentes partes del mundo
como Australia (O’Neil etz. al., 2000), Curagao (Rossi et. al., 1997), Florida (Beutler et. al.
1990), Granada (Sitachitta ez. al., 1998), Guam (Nagle et. al., 1996), Hawaii (Moore et. al.
1988), Indonesia (Moore, y Bartolini, 1981), Madagascar (Singh et. al., 1999), Islas Marshall
(Orjala y Gerwick 1996), Mozambique (Silva et. al., 1991), Okinawa (Todd y Gerwick
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1995), Filipinas (Beutler et. al., 1990), Puerto Rico (Ainsle et. al., 1986), Tahiti (Burja et.
al.,2001), Venezuela (Koehn y Carter 2005) e Islas Virgenes (Marquez et. al., 1998).

Las investigaciones no solo se han enfocado en el aislamiento, caracterizacion y purificacion
de metabolitos secundarios con potencial biactivo. Otro tipo de estudios se han implementado
en las cianobacterias como posibles fuentes en la produccion de biocombustibles (Nozzi et.
al.,2013; Witcover et. al., 2013), esto debido a la habilidad de las cianobacterias de producir
grandes cantidades de lipidos, que son usados para la produccion de biodiesel (Pate et. al.,
2011), debido a estas caracteristicas, las cianobacterias han sido en empleadas en la
bioingenieria, ya que producen un gran nimero de componentes relacionados con los

biocombustibles (Machado y Atsumi, 2012).

Algunos de estos ejemplos en la produccion de biocombustibles en cianobacterias, se han
realizado en cepas Synechococcus elongatus sp., ya que la produccion de etanol pudo lograrse
mediante la bioingenieria a través de la adiciéon de piruvato descarboxilasa y alcohol
deshidrogenasa, redirigiendo el carbon del piruvato (Deng y Coleman, 1999). La obtencion
de isobuteraldehido, componente quimico importante para los hidrocarburos, que
normalmente son obtenidos del petroleo, el cual es producido por la cianobacteria S.
elongatus, redirigiendo el flujo de carbono de la biosintesis de valina, mediante la adicion de
cetoacido descarboxilasa (Atsumi et. al., 2009). Otros tipos de quimicos producidos por
cianobacterias, por vias biosintéticas heter6logas se incluyen compuestos como 1-butanol
(Lan y Liao, 2012), 2-metil-1-butanol (Shen y Liao, 2012), acetona (Zhou et. al., 2012),
etileno (Takahama et. al., 2003), isopreno (Lindberg et. al., 2010) y acidos grasos (Liu et.
al., 2011).

La produccion de acidos grasos es de particular interés ya que estos pueden ser usados como
materia prima para la sintesis de biocombustibles (Karatay y Donmez, 2011; Costa y Morais,
2011; Taher et. al., 2011), ademas las cianobacterias son veinte veces mas productivas por
unidad de area que algunos de los mejores acidos grasos obtenidos por cultivos (Da Ros et.

al.,2012). Respecto a algunas especies de cianobacterias, estas producen grandes cantidades

72



de aceites vegetales como productos de almacenamiento (Costa y Morais, 2011; Taher et. al.,
2011; Demirbas y Demirbas, 2011). Dependiendo de la especie, las cianobacterias producen
diferentes grupos de lipidos, hidrocarburos y otros aceites de estructuras complejas (Costa y
Morais, 2011; Huang et. al., 2010), sin embargo, no todos los acidos grasos, tienen la calidad
y caracteristicas que se requieren como materia primara para biocombustibles (Da Ros et.
al., 2012), algunos de estos acidos grasos identificados como y-linoleato, a-linoleato y (n-3)
octadecatreanoato, han sido propuestos como posibles fuentes acidos grasos en la nutricion

(Gunstone et. al., 2007).

1.2.3.2.1 Acidos grasos y lipidos.

Las cianobacterias son un largo grupo de bacterias oxigénicas fotoautdtofras y, al igual que
las plantas y las algas capturan CO, por la via del ciclo de Calvin-Benson y convierten una
serie de compuestos organicos como carotenoides, pigmentos, vitaminas, compuestos

aromaticos y lipidos (metabolitos primarios) (Da Ros et. al., 2013).

Los lipidos son acumulados en grandes cantidades como material de reserva en las
membranas tilacoidales, y debido a que las cianobacterias tienen ventajas naturales (altos
niveles fotosintéticos e intervalos de crecimiento rapido), son capaces de producir grandes
cantidades de lipidos a mayor velocidad, que otras especies de microalgas que, so6lo
almacenan lipidos en condiciones de estrés y en bajo crecimiento (Rittmann, 2008; Da Rods
et. al., 2013). Es por esto que los lipidos producidos por cianobacterias, son empleados en la
produccion de materia prima para la produccion de biocombustibles (Karatay y Donmez,
2011; Costa y Morais, 2011; Taher et. al. 2011). Si se considera que una de las propiedades
de los combustibles es la de depender de una vasta composicion de acidos grasos como
materia prima, en el cual el biocombustible preparado, requiere de un perfil de acidos grasos
en el cual se emplea un monitoreo para la seleccion de lipidos de cianobacterias con grandes
cantidades de 4cidos grasos monoinsaturados (Da Ros et. al., 2013). Ademas. la presencia de
acidos grasos con dobles enlaces est4 relacionada con la complejidad morfologica de las

cianobacterias (Kruger, et. al., 1995; Vargas et. al., 1998).

24



1.2.3.2.2 Microcistinas.

Las microcistinas son una familia sobresaliente de toxinas con mas de 65 heptapéptidos
ciclicos descritos, producidos por un amplio intervalo de cianobacterias en las que se
incluyen especies del genero Microcystis, Anabaena, Nostoc y Oscillatoria (Rinehart et. al.,
1994; Sivonen, 1996). Este tipo de compuestos han sido identificados como potentes
inhibidores de las proteinas fosfatasas eucarioticas serina/treonina (1) y (2A) (Dawson, 1998;
Dittmann y Wiegand, 2006) y comparten una estructura ciclica comtn (Adda-D-Glu-Mdha-
D-Ala-L-X-D-MeAsp-L-Z-), donde X y Z son L-aminodcidos variables. Adda identificado
como acido  3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10fenil1-4,6-decadienoico, = D-MeAsp
identificado como é4cido 3-metilaspartico y Mdha como N-metil-dehidroalanina (Honkanen
et. al., 1990; Rinehart et. al., 1994; Tillet et. al., 2000). Dittmann y colaboradores (1997)
identifico parcialmente genes sintetasas de cepas de cianobacterias toxicas y confirmo que

las microcistinas son sintetizadas por vias no-ribosomales.

La microcistina mas comuinmente aislada (Microcistina-LR) es caracterizada por estar
compuesta por Leucina (L) y arginina (R) asi como diferentes L-aminoécidos en posiciones
2y 4 (Xaa® = L: Yaa® = R) (Gulledge et. al., 2002) que pueden inducir estrés oxidativo, el
cual resulta en dafio oxidativo indirecto del ADN (Lankoff ez. al. 2004). Por otro lado, se ha
observado que el efecto de la toxicidad de la Microcistina-LR depende de la ingestion de la
misma (Rastogi y Sinha 2009), ya que primeramente afecta los hepatocitos que acumulan la
toxina (Li et. al. 2007), asociandola con la hepatotoxicidad en mamiferos y otros vertebrados

(Dawson, 1998; Dittmann y Wiegand, 2006)

1.2.3.2.3 Aeruginosinas.
La familia de las aeruginosinas ha recibido especial atencion, debido a su potencial por
diversas actividades biologicas (Trost, et. al., 2012), ya que exhiben actividades inhibitorias

de las proteasas serinas, en especial la trombina y tripsina, este tipo de accion puede ser

explicado, por su perfil de actividad debido a su alto nivel farmacoférico y estructura
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homologa dentro de la familia, este tipo de compuestos se caracterizan por la unidad inusual
2-carboxi-6-hidroxi-octahidroindol (Choi), 4cido lactico p-hidroxifenilo o su derivado en la
N-terminal y una unidad contenida de guanidina derivada de la arginina en el C-terminal
(Mundt et. al., 2001). Este tipo de caracteristicas, tanto estructurales como funcionales son
responsables de su alta afinidad de union catalitica a la tripsina, trombina y otras proteasas
serinas (Trost, et. al., 2012), involucradas en la coagulacion de la sangre. Este tipo de
compuestos, han sido descritos como nuevos agentes anticoagulantes, para el tratamiento de
la trombosis (Vacca, 1998). Debido a que el mecanismo de accion de las aeruginosinas ha
sido identificado mayoritariamente en la enzima trombina (Wipf y Methot, 2000), enzima
primordial en la coagulacion, ya que cataliza la conversion de fibrogeno a fibrina, la cual

posteriormente se polimeriza para formar un tapon hemostatico (Buchanan et. al., 1995).

1.2.3.2.4 Nodularinas

Las nodularinas son pentapéptidos ciclicos compuestos de Adda y acido D-eritro-3-
metilaspartico (D-Masp), asi como de N-metildehidrobuterina (Mdhb), el cual es similar al
N-metildehidroalanina encontrado en las microcistinas (Rihehart ez. al., 1994; Rastogi y
Sinha, 2009). Este tipo de compuestos fue aislado por primera vez de la cianobacteria
Nodularia spumigena (Rinehart et. al., 1988), otro tipo de variantes estructurales de la
nodularina fue reportada en la cepa Nodularia PCC7804 y su composicién consiste en

homoarginina en vez de arginina (Saito et. al., 2001).

La bioactividad de las nodularinas se encuentra reportado dentro de la inhibicién de las
subunidades cataliticas de proteinas fosfatasas serina/treonina especificas (1) y (2A), el tipo
de actividad que desempefian es muy similar al de las microcistinas (Ohta ez. al. 1992), sin
embargo, las nodularinas despliegan toxicidad acumulativa y son promotores tumorales sin
ninguna capacidad de iniciacion (Sueoka et. al., 1997). Por otro lado, de acuerdo a la agencia
internacional de investigacion sobre el cancer (IARC) las nodularinas no son clasificables en
cuanto a carcinogenicidad en seres humanos, debido a la cantidad insuficiente de los datos

disponibles (Rastogi y Sinha 2009)
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1.2.3.2.5 Saxitoxinas.

Las Saxitoxinas, también conocidas como toxina paralizante de crustaceos (PSPs), son
alcaloides neurotéxicos producidos por diversas cianobacterias entre las que se destacan las
especies Aphanizomenon sp., Anabaena sp., Lyngbya sp. y Cylindrospermopsis raciborskii
(Humpage et. al., 1994), son compuestos triciclicos, conformados por un grupo
tetrahidropurina y dos subunidades de guanidina (Rastogi y Sinha 2009). El efecto toxico de
este tipo de toxinas ha sido reportado mayormente con organismos marinos y existe poca
informacion disponible de la afectacion de las saxitoxinas en cianobacterias en agua

corriente.

La toxicidad de las saxitoxinas ha sido reportada como bloqueadores de la comunicacion
neuronal, mediante la unién a los canales de sodio (Na+) dependientes del voltaje de las
células nerviosas, lo cual provoca la suspension de entrada del flujo de sodio que conduce a
la paralisis de los musculos y final mente la muerte por paro respiratorio en mamiferos
(Strichartz et. al., 1986; Su et. al., 2004). Ademas, han elucidado que los fluidos circulatorios
de varios animales de los receptores hidrofilicos de las saxitoxinas, (anfibios, peces, reptiles
y artropodos) proveen defensas contra esta toxina (Llewellyn, 1997). Por otro lado, el
transporte a través de las cadenas troficas y bioacumulacion del zooplancton es un importante
mecanismo para la viabilidad de estas toxinas a niveles troficos superiores (Turner et. al.,

2000).

La bioactividad descrita en las saxitoxinas, ha sido descrita en la corriente de bloques de
sodio, que viaja a través de los canales de sodio activados por voltaje por una reaccion de
union directa (Sherwood et. al., 1990).

1.2.3.2.6 Anatoxinas.

Las anatoxinas son una familia usualmente conocida como factores de muerte rapido, la

anatoxina-a y homoanatoxina-a, son capaces de afectar el sistema nervioso, la piel y/o el
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tracto gastrointestinal y su estructura estd compuesta por alcaloides neurotdxicos (Mansell,
1996). La homoanatoxina-a, por otro lado, contiene adicionalmente un grupo metileno, sus
propiedades toxicoldgicas son similares y se encuentran relacionadas a la estructura de
moléculas de anatoxina-a (Namikoshi et. al., 1993), que por primera vez fue sintetizada
(Wonnacott et. al., 1992), y posteriormente fue aislada de la cianobacteria Planktothrix
formosa (Skulberg, et. al.1992), ademas se ha reportado que la anatoxina-a, ha sido aislada e
identificada de diferentes especies de cianobacterias como Anabaena flos-aquae, A.
circinails, Aphanizomenon sp., Cylindrospermum sp., Planktothrix sp. y M. aeruginosa

(Edwards et. al., 1992; Park et. al., 1993).

Por otro la anatoxina-a(s), ademas de tener una estructura similar a anatoxina-a, esta contiene
un ciclo ester fosfatico N-hidroxiguanidina, este compuesto fue aislado de las cianobacterias
Anabaena flos-aquae y A. lemmermannii y es un potente inhibidor de la acetilclorinesterasa
(AChE), el modo de accion de este inhibidor, afecta directamente al agente nervioso sarin, y
es diez veces mas letal que la anatoxina-a (Matsunaga et. al., 1989). La anatoxina es
empleada como un potente agente bloqueador de-polarizador neuromuscular, el cual posee

bioactividades ambas muscarinas y nicotinicas (Carmichael et. al., 1978)

1.2.3.2.7 Cilindrospermopsinas.

Las toxinas policétidas alcaloides (cilindrospermopsina), son producidas por un gran nimero
de especies de cianobacterias de agua corriente (Harada et. al., 1994; Banker et. al., 1997; Li
et. al., 2001; Bernard et. al., 2003). Y esta compuesta por uracilo de hidroximetilo unido a
un grupo guanidina sulfatado, un anillo integral de pirimidina esencial para la toxicidad del
compuesto, ademds, de ambas substituciones de un protén por un dtomo de cloro o una
oxidacion de carbono que promueve un cambio en la cilindrospermopsina a una forma no-
toxica (Banker et. al.,2001; Rastogi y Sinha, 2009). Las cilindrospermopsinas pueden inducir
la formacion de aductos en el ADN, provocando una ruptura en las hebras del mismo,

mediante la disrupcion del husillo cinetocoro, seguido por la pérdida cromosémica
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(aneuplodia), exhibiendo una bioactividad mutagénica y carcinogénica (Humpage et. al.,

2000; Shen et. al., 2002).

Las cilindrospermopsinas, asi como su analogo las deoxicilindrospermopsinas no detienen
las proteinas fosfatasas, sin embargo, son inhibidores permanentes de la biosintesis de
proteinas (Froscio et. al., 2003; Neumann et. al., 2007), por otro lado, se ha sido identificado
al higado y rifion como los objetivos en los cuales las cilindrospermopsinas indicen su
toxicidad, incrementando los niveles de colesterol en el plasma y el higado, ademas de
variaciones en los parametros de la sangre (hematocritos elevados y deformacion de las

eritrocitos) (Sukenik ez. al., 2006; Rastogi y Sinha 2009).

1.2.3.2.8 Lipopolisacéridos.

Los lipopolisacaridos (LPS) son un componente comun en las paredes celulares de las
bacterias Gram-negativas, asi como de la mayoria de las cianobacterias, los LPS estan
compuestos por glicolipidos acetilados, un nucleo de polisacaridos y una cadena exterior
conformada por polisacaridos (Wiegand y Pflugmacher, 2005), normalmente se les clasifican
como endotoxinas, y se encuentran localizadas en la superficie externa de las membranas
celulares, consta de polimeros de carbohidratos, un ntcleo de oligosacaridos y un glicolipido

acetilado (=lipido-A) (Stewart et. al., 2006).

La produccion y aislamiento de LPS se ha realizado en diversos géneros de cianobacterias
(Microcystis sp., Anabaena sp., Spirulina sp. y Oscillatoria) (Smith et. al., 2008), la
produccion difiere ligeramente de los producidos por bacterias entéricas, ya que este tipo de
lipopolisacaridos poseen una gran variedad de largas cadenas insaturadas de acidos grasos,
asi como 4cidos grasos hidroxilados y la falta de fosfato (Rastogi y Sinha, 2009). Por otro
lado, la glucosamina suele ser la columna de azucar, la cual suele variar en cantidades de 2-

queto-3-deoxioctadecanoato, galactosas y heptosas (Martin et. al., 1989).
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Los LPS de las cianobacterias han sido asociados con numerosas enfermedades en humanos,
desde irritacion de la piel, hasta dolores agudos en el tracto gastrointestinal y respiratorio,
sus sintomas son similares a los presentados por la influenza; caracterizados por, tos,
escalofrios y garganta irritada. Ademads, se encuentran involucrados en las fiebres presentadas
por otros mamiferos, asi como, el sindrome de shock séptico, en el cual las toxinas dafian el
higado (Choi y Kim, 1998), mediante la liberacion de mediadores inflamatorios, como
tumores necroticos factor-a (TNF-a) interferon-g, interleucina (IL), leucotrienos,
prostanoides y 6xido nitrico (Hewett y Roth, 1993). Se ha determinado que el lipido-A es
responsable de su accion toxica, mientas que el antigeno-O es distinguido por el sistema
inmune, promoviendo la produccion de un anticuerpo (Rietschel et. al., 1993). Por otro lado,
se ha demostrado que la via de accion inflige la biotransformacion de los sistemas
enzimaticos, directamente o mediados por factores de reaccion del sistema inmune, ademas
las endotoxinas afectan el sistema de desintoxicacion de diversos organismos (Wiegand y

Pflugmacher, 2005).

1.2.3.2.9 Otras toxinas.

Las cianobacterias son una fuente potencial de metabolitos secundarios como: kalkitoxina,
aplisiatoxina, debromoaplisiatoxina, jamaicamidas y lyngbiatoxinas etc., que son obtenidas
de cianobacterias que se desarrollan en ambientes de agua corriente, marinos e incluso
especies que logran desarrollarse en aguas salobres. Estas son altamente toxicas para
organismos acudticos y vertebrados, incluidos los mamiferos, estos organismos presentan
sintomas como ulceras bucales, ardor de la mucosa bucal, gastritis aguda, papulas en la
lengua, salivacion, cefaleas, fiebres y debilidad. (Mynderse et. al., 1977; Berman et. al.,

1999; Wu et. al., 2000; Edwards et. al., 2004).
La kalkitoxina es un lipopéptido neurotoxico producido por algunas especies de

cianobacterias como L. majuscule (Berman et. al., 1999) que bloquean los canales de sodio

al nervio, promoviendo una paralisis y eventualmente la muerte por fallo respiratorio (Wu et.
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al., 2000; Edwards et. al., 2004; Rastogi y Sinha 2009) ademas de inhibir la division celular
en los erizos de mar (Rastogi y Sinha 2009).

La Besarhamida A y B, son dos tipos de amidas de 4cidos grasos, aislados de la cianobacteria
marina L. majuscula y exhiben una moderada toxicidad con las crias de camarones (Tan et.

al., 2008).

Aplysiatoxina es una bislactona fenoélica, aislada de la cianobacteria L. majuscula (Mynderse
et. al., 1977), asi como de algunas algas rojas (Gracilaria coronopifolia) (Ito y Nagai, 2000),
tiene efectos letales como la dilatacion de los vasos linfaticos, congestion de los capilares,
diarrea, deposicion de fibrina en la arteria pulmonar, promoviendo el sangrando y promotor

tumoral (Fujuki et. al., 1982).

Ademas de los metabolitos mencionados, existen otro tipo de compuestos biactivos, dentro
de los que, destacan los péptidos como, las microviridinas, microgininas, cianopeptolinas y
3-N-metilamino-L-alanina, pero sus efectos toxicoldgicos, ambientales y de salud humana,
no son tan bien conocidos (Welker and von Dohren, 2006). Algunos de estos efectos

neurotoxicos han sido reconocidos (Tabla 5) (Lobner et. al., 2007)

En afios recientes las propiedades toxicologicas y ecotoxicologicas de las toxinas han sido
analizadas (Codd et. al., 2005b; Zurawell et. al., 2005; Dittmann y Wiegand, 2006; van
Apeldoorn et. al., 2007), por lo que un intervalo de metabolitos bioactivos provenientes de
las cianobacterias han sido empleados como diferentes aleloquimicos ecologicos, es decir
quimicos que son capaces de inhibir la competencia simpatrica de macrofitas, algas y
microorganismos, ademas de desarrollar aplicaciones de estos compuestos como algicidas,

herbicidas e insecticidas (Schlegel et. al., 1998; Berry et. al., 2008).
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Tabla 5. Metabolitos secundarios (MS) y sus efectos probables (Rastogi y Sinha 2009).

MS Fuente/Especie Efectos

Microcistina Microcystis sp., Anabaena sp., Oscillatoria sp., | Inhibicion de las proteinas fosfatasas serina/treonina 1

Anabaenopsis sp., Nostoc sp., Hapalosiphon sp. y 2a.

Nodularina Nodularia sp. Inhibicion de las subunidades cataliticas de la

serina/treonina ly 2a.

Saxitoxina Aphanizomenon sp., Anabaena sp., Lyngbya sp., | Bloqueo de la comunicacién neuronal por la unién a los
C. raciborskii canales de Na+ de las células nerviosas.
Anatoxina-a A. flos.aquae, A. circinalis, Aphanizomenon sp., | Unién irreversible a los receptores nicoticos

Cylindrospermun  sp., Planktothrix sp., M. | acetilcolina.

aeruginosa.
Anatoxina-a(s) A. flos-aquae, A. lemmermannii Bloquea la actividad de la acetilcolinaesterasa.
Homoanatoxina-a P. formosa Similar a la anatoxina-a.
Cylindrospermopsina | C. raciborskii, U. natans, A. ovalisporum Inhibidor de las biosintesis de proteinas, dafio al ADN.
Lipopolisacaridos Cianobacteria sp., Irritante potencial; afecta cualquier tejido expuesto.
Kalikitoxina L. majuscula Bloqueo de los canales nerviosos de sodio.
Anatillatoxina L. majuscula Estimula los canales de sodio.
Lyngbyatoxina A L. majuscula Causa dermatitis, ampollas y necrosis en mamiferos,

potentes promotores tumorales

Aplysiatoxina L. majuscula Activadores de la proteina quinasa C y promotores

tumorales.

1.2.3.3 Metabolitos de Microcystis aeruginosa.

La cianobacteria Microcystis aeruginosa ha mostrado ser una fuente rica de metabolitos
potencialmente biactivos y unicos, en especial aquellos componentes formados por péptidos
(Namikoshi y Rinehart 1996). A los que se les ha prestado gran atencién por sus multiples
efectos inhibitorios (Weckesser et. al., 1996). Los metabolitos aislados y caracterizados
recientemente en M. aeruginosa, se han identificado compuestos como: micropeptinas,
aeruginosinas, cianopeptolinas, anabaenopeptinas, microguanidinas y dos tipos diferentes de
isomeros de planctociclocinas-S-oxido, (Tabla. 6) (Elkobi-Peer et. al., 2012; Lifshits y
Carmeli, 2012; Lodin-Friedman y Carmeli, 2013), que corresponden a este tipo compuestos

peptidicos.
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Tabla 6. Metabolitos aislados de Microcystis aeruginosa. Adaptado de (Elkobi-Peer et.

2012; Lifshits y Carmeli, 2012; Lodin-Friedman y Carmeli 2013;).
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1.3 Hipdotesis

La composicion y estructura quimica de los metabolitos de Microcystis aeruginosa de cepas

aisladas y cultivadas, es similar respecto a otras especies del mismo género o géneros a fines.

1.4 Objetivos.

1.4.1 General.

Contribuir al conocimiento de los recursos naturales acuaticos, mediante el

aislamiento y caracterizacion de metabolitos de Microcystis aeruginosa.
1.4.2 Especificos.
1. Cultivar cepas puras de Microcystis aeruginosa.
2. Aislamiento y purificacion de metabolitos mediante técnicas cromatograficas.

3. Identificar por métodos espectroscopicos los compuestos quimicos aislados

(metabolitos) de Microcystis aeruginosa.

1.5 Justificacion.

La mayoria de los estudios sobre cianobacterias en México, estan basados en la acuacultura,
floristica y sistematica, que son de gran importancia y han proporcionado grandes hallazgos
sobre su uso, composicion y distribucion de estos organismos, también se & realizado algunos
estudios sobre su toxicidad y capacidad de impacto ambiental, que ocasionan el desbalanceo
de los procesos biogeoquimicos de la columna de agua, provocando la eutrofizaciéon y
modificando la cadena tréfica ademas de ser nocivos para la salud humana. Hoy en dia el
estudio sobre la obtencion y caracterizacion de metabolitos en los medios acuaticos, se
encuentra aun en etapas tempranas, a pesar de que ha demostrado que se puede obtener un
extraordinario aporte de componentes, compuestos y productos naturales con grandes

potenciales activos, el estudio sobre estos es atn es escaso. Se estima que solo el 15% de las
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especies conocidas pertenecen a hébitats acudticos, y dentro de esta porcidn se encuentra la
diversidad inexplorada de las comunidades microbianas (bacterias, hongos, levaduras,
protozoos, virus y algas) (Briggs, 1994). Se ha hecho importante el estudio de los
microorganismos de ambientes acudticos, para comprender el papel que juegan en los

procesos biologicos que ocurren dentro del sistema (Azam et al., 1983).

Las investigaciones actuales respecto a las cianobacterias se han visto diezmadas ya que una
gran mayoria de estas, se encuentran referidas a la toxicidad sobre plantas, animales e incluso
el ser humano, y en su minoria en la identificacion de metabolitos a través de su estructura 'y
composicion quimica. Sin embargo, gracias al esfuerzo de muchos investigadores, que han
proporcionado un conteo de mas de 4000 sustancias bioquimica y biolégicamente activas, de
las diferentes especies de cianobacterias, gracias a esto se ha podido contemplar a las
cianobacterias como microorganismos de gran potencial para la obtencion de productos

naturales.

Microcystis aeruginosa por otro lado es una cianobacteria considerada de gran riesgo para la
salud, ya que se le encuentra casi en todos los lagos urbanos eutroficados y tiene un gran
potencial téxico, no obstante, el descubrimiento de nuevos metabolitos con un posible
potencial biactivo, hace evidente la necesidad de desarrollar investigaciones sobre los
procesos metabodlicos en los cuales M. aeruginosa produce metabolitos con gran potencial,
quimico, bioldgico y/o biotecnologico. La quimica y bioquimica sobre estos organismos es
insuficientemente estudiada en México, y aunque existen investigaciones ya relacionadas con
la obtencion de toxinas y metabolitos, los estudios relevantes a esto aun se encuentran es sus
primicias. El analisis de los metabolitos presentes en M. aeruginosa, permitird contribuir al
conocimiento de la diversidad quimica de los recursos naturales acudticos mediante el
aislamiento y caracterizacion de los mismos, en los diferentes campos (ciencia, medicina,

industria, agricultura, etc.).

2R



CAPITULO II.
METODOS.

2.1 Trabajo en campo.

2.1.1 Colecta, procesamiento de muestras e identificacion de especies.

Las muestras fueron recolectadas, del lago ubicado en segunda seccion del Bosque de
Chapultepec el dia 22 de septiembre de 2011, se colectd 2 L de agua en botellas de pléstico
de 500 ml, en donde se observo un florecimiento de cianobacterias, también se tomaron datos
de pH, conductividad, % Oxigeno empleando el conductimetro (YSI-30). La muestra
recolectada se procesé en el laboratorio y se realizaron observaciones de muestras de agua

(1ml)

Para la identificacion de los organismos, se empleo el microscopio (Carl Zeiss Axio Lab.Al)
y se lograron identificar por medio de claves taxondémicas (Barreno y Pérez-Ortega, 2003),
especies de fitoplancton de géneros de Chlorela sp., Desmodesmus sp. y una dominancia de

Microcystis aeruginosa.

2.1.2 Aislamiento de Microcystis aeruginosa.

Una vez identificadas la especie se hizo una serie de diluciones de la muestra bruta, las
diluciones se realizaron en viales de 20 ml en concentraciones de (50:100, 25:100, 12.5:100,
6.25:100) (Castillo-Morales, 2004), en un medio de cultivo enriquecido con N, P y K como
nutrientes (17:17:17) (Alva-Martinez et al., 2007), con el objetivo de aislar la especie

deseada.
Se realizaron observaciones y conteos de células al microscopio (Carl Zeiss Axio Lab.Al)

mediante el uso de un citdmetro, para obtener conteo de células/L y se aislaron cepas puras

de M. aeruginosa.
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Para las diluciones se tom¢ directamente un conjunto de células de M. aeruginosa y se aislo
del resto de la muestra, colocando de 1 a 5 células/L (1 ml aproximadamente) en 10 ml de
medio de cultivo N, P y K (17:17:17), posteriormente se realizaron nuevas observaciones
para corroborar que el aislamiento de las cepas no estuviera contaminado otras microalgas,
cianobacterias y bacterias asociadas a este tipo de entorno. Este procedimiento se realizo por

triplicado hasta obtener cepas puras de M. aeruginosa.
2.2 Disefio experimental.
2.2.1 Cultivo de M. aeruginosa.

Los cultivos se realizaron de manera intensiva y paulatina y se escalaron en matraces de 25,
100, 500, 1000ml hasta garrafones de 20 L (Figura. 1), bajo condiciones controladas de luz,
pH, temperatura, aireacion y calidad del agua (Barreiro-Glimes y Signoret-Poillon, 1999;
Castillo-Morales, 2004), para obtener la mayor cantidad de biomasa posible (50 g — 3 kg)

necesaria en la caracterizacion de metabolitos.
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Figura 2. Esquema de cultivo escalonado, a) cultivo M. aeruginosa (1L) y b) (20 L).

2.2.1.1 Medio de Cultivo.

El medio de cultivo que se empled fue un fertilizante comercial (vita Plant Nutrition,

fertilizante para floracion, nutriente liquido foliar para crecimiento rapido) (Tabla 6), a una
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concentracion de 1ml de fertilizante en 1L de agua, adicionalmente se le agreg6 bicarbonato
de sodio para una mayor fijacion de carbono por M. aeruginosa, debido a que las
cianobacterias son organismos fotosintéticos se requiere de didoxido de carbono, luz y

nutrientes para su crecimiento.

Tabla 7. Contenido de nutrientes del fertilizante (vita).

Nutrimentos Porcentajeen 1 L

Nitrégeno amoniacal 2.0%
Fésforo (P,05) 3.0%
Potasio (K,0) 1.0%
Hierro y Zinc 55 ppm c/u
Magnesio y Manganeso 10 ppm c/u
Boro 8 ppm
Cobre 1 ppm
Gibelerinas 3 ppm
Foliscentenia 275 ppm
Acidos Humicos 7.0%

2.2.2 Aislamiento y caracterizacion de metabolitos de Microcystis aeruginosa.

2.2.2.1 Material y equipo utilizado para la identificacion de metabolitos.

2.2.2.1.2 Cromatografia en capa fina (CCF) y cromatografia en columna (CC).

Para las cromatografias en capa fina (CCF) se utilizaron cromatofilos de aluminio con una
capa de gel de silice 60 Fzs4 de 0.25 mm de espesor (Merck). Para visualizar las placas se
utilizé una lampara UV Spectroline modelo CX-20 a longitudes de onda (A) 254 y 365 nm
y/o una solucion de sulfato cérico al 1% en éacido sulfurico 2 N seguido de calentamiento a

120 °C aproximadamente por 1 o 2 minutos en una parrilla eléctrica.

Para las cromatografias en columna (CC) se utiliz6 gel de silice para cromatografia en capa
fina (Merck), Sephadex LH-20 (SIGMA) o Amberlita XAD-4 (SIGMA) segun sea el caso.
El cual se empaqueto en columnas de vidrio de diferente grosor y altura, dependiendo de la
fraccion empleada, asi como del peso obtenido de la misma, se utilizo un porcentaje 1:20 (1g

de muestra por cada 20g de silica).
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2.2.2.1.3 Resonancia magnética nuclear protonica (‘H) y de carbono (*0)

Los experimentos se realizaron en disolventes deuterados como: cloroformo (CDCl;),
metanol (CD;OD), agua (H;D) y/o dimetil sulfoxido (DMS) segun la polaridad del
compuesto y se us6é como referencia interna el Tretrametilsilano (TMS). Los experimentos
se realizaron en espectrometros JEOL 300 a 300 MHZ para 'H y 75 MHz para °C y
BRUKER®, AVANCE 400 y 500 seglin las necesidades.

2.2.2.1.4 Espectrometria de Masas.

La espectrometria de masas de baja (LRMS) y alta resolucion (HRMS) se determind en el
Espectrometro de masas Jeol The AccuToF JMS-T1000LC, The MStation JIMS-700, Jeol SX
102 A y cromatografo de gases acoplado a espectrometro de masas Jeol GCMate II. Las
muestras se aplicaron por introduccion directa a la temperatura de la fuente de ionizacion

(230 — 500 ° C).

En caso del andlisis directo en tiempo real (DART) se utiliz6 Helio (He) y Nitrégeno (N»)

como gas de arrastre.

La inyeccion de la muestra se realiz6 a través de una columna HP5 (30 mm x 0.25 mm D.I x
0.25 pum espesor de pelicula), se inyectdé un volumen aproximado de 20 pL y un flujo de
Iml/min, la temperatura fue variable, debido a los diferentes compuestos posibles en una
muestra, esta variacion de temperatura permitié una separacion de los mismos la temperatura
empleada comenzé en 30 °C por 1 min con un aumento de 7 °C/min hasta 305 °C y se mantuvo
por 5 min. Posteriormente se obtuvo un espectrograma el cual se analizé y se compar6 con
las bibliotecas de espectros de masas disponibles en el Instituto de Quimica y bibliotecas de
acceso publico como: MassBank High Quality Mass Spectral Database, NIST Standard
Reference Database, Wiley Registry of Mass Spectral Data y GNPS: Global Natural Products

Social Molecular Networking.

a”



2.2.2.1.5 Cromatografia Liquida de alta eficiencia (HPLC) acoplado a espectroscopia
de masas (EM).

Las condiciones cromatograficas empleadas durante este proceso, se realizaron en un
cromatografo de liquidos Agilent 1200 Series Binary SL y un espectrometro de masas Bruker
Esquire 6000, por medio de ionizacién por Electro-spray (ESI) y un nebulizador a 30 psi,
posteriormente en el detector se utilizd un flujo de gas de secado de 7 L/min y una
temperatura de secado de 300 °C, los escaneos se realizaron entre los 100-2000 m/z. Se montd
una columna Synergi Polar 80 A 4 um 150 x 2.0 mm, y como eluyente empleado se utilizo
acetonitrilo (CH3CN) — agua, con una relacién inicial de CH3CN al 35% y agua al 65% por
aproximadamente 5 min, hasta finalmente obtener una concentracion final de CH3CN al

100% mediante un flujo de 0.2 mL/min por 30 min.

2.2.3 Obtencion del extracto crudo de Microcystis aeruginosa.

Se recolectaron 6 L de concentrado de M. aeruginosa, para obtener la biomasa necesaria
empleada en la extraccion por cromatografia, los 6 L fueron separados en matraces bola (250,
500 y 1000 ml) y posteriormente se congelaron con hielo seco. El medio congelado se
liofilizé utilizando una liofilizadora (LABCONCO Freeze dry System / Freezone 4.5) y se

obtuvieron 50 g del material seco.

2.2.4 Cromatografia en columna (CC) Primera extraccion (extracto crudo).

El Extracto seco se empaquetd en una columna de vidrio vertical (50 cm x 4.3 cm),
posteriormente se realizd la extraccidon con eluyentes de polaridad creciente hexano,
diclorometano (DCM), metanol (MeOH) (Figura. 4). Para cada eluyente se obtuvieron 8
fracciones de 200 ml c/u, se utilizd (CCF), que se siguieron mediante cromatodfilos de
aluminio para corroborar y reunir las fracciones similares de acuerdo a su Relacion frontal
(Rr), mediante la utilizacion de eluyentes a diferentes concentraciones (ej. DCM- MeOH 9:1,

8:2,7:3,6:4y5:5).
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2.2.4.3 Extracto de Metanol (MeOH).

De la columna original se obtuvieron ocho eluatos y se reunieron en base a la semejanza de
sus componentes, quedando entonces dos fracciones primarias. La primera donde se
concentraron los eluatos 3, 4, 5, 6, 7'y 8 por su alto contenido en sales (2.3 g), y la segunda
conformada por los eluatos 1 y 2, que también contenian una cantidad de sales, y se separd
eluyendo con acetona, acetato de Etilo (AcOEt) y MeOH (Figura 3), posteriormente cada una
de estas eluciones fueron filtradas y se separaron las sales retenidas en el filtro (2.31 g), se
reuni6 el material y se elimind el disolvente por medio de destilacion a presion reducida y 60

°C de temperatura esta fraccion fue nombrada como “Met-AR” con peso de 5.2 g.

Microcystis aeruginosa 6 L > EIimiqacién Reunion
: fracciones ) de
- 3,45,6,7y fracciones
Congelar Liofilizar 8 (sales) ly2
muestras :
vy _ _ v Eliminacion de sales por
icrocystis aegt(;)gmosa elucién (Acetona, AcOEt,
extract:o g MeoH) y filtracién
v i
v
Extraccion con eluyentes Concentracion de las
de polaridad ascendente fracciones
v
e N N
Hexano | DCM | | MeOH I T
1 ) v
i : Met
52g

| 8 Fracciones 200 ml c/u |

v

Eliminacion del disolvente
por destilacion

v
CCF, identificacion de
componentes similares

v

Reunidn de fracciones en
base a su semejanza

v
Hex DCM MeOH | |
25 mg 65 mg 7.5¢g

Figura 3. Diagrama de flujo de la obtencion del extracto de M. aeruginosa y procedimiento
seguido con la fraccion obtenida con MeOH (Met).
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2.2.5 Cromatografia en columna (CC) Segunda extraccion (Extracto “Met-AR”)

Se coloco 1g del extracto “Met-AR” en una columna de vidrio previamente empaquetada con
Sephadex-LH 20, la cual se eluyd con metanol y se obtuvieron 25 eluatos de 20 ml, los cuales
se reunieron en base al Ry observado en (CCF) obteniendo diez fracciones definitivas (Figura

4)).

Met- AR
1-2,1g

i
Columna de
Sephadex-LH20

'
ffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff D e e  RGLLE L L EL EE P e )

MeOH -A [ MeOH -D || MeOH —F | MeOH —H || MeOH —J | [ MeOH —L || MeOH -N | | MeOH —M || MeOH -0 || MeOH —P
1-3 4-5 6-7 8-9 10-11 12-13 14 15-21 22 23-25

Figura 4. Esquema de la cromatografia en columna (Sephadex-LH20) de la fraccion primaria
Met-AR.

2.2.5.1 Cromatografia en columna (CC), de gel de silice de la fraccion MeOH — D.

Se coloco el extracto MeOH — D en una columna de vidrio (30 cm de altura por 1 cm de
ancho), la cual se empaqueté con 6000 mg de gel de silice y 300 mg de extracto,
posteriormente se realiz6 la separacion con diferentes eluyentes de polaridad ascendente y
mezclas de ellos (Hexano, DCM, DCM/AcOEt y AcOEt/MeOH) obteniendo quince eluatos
de 20 ml, las fracciones fueron reunidas de acuerdo al Rg observado por CCF vy
posteriormente se les realizo analisis por resonancia magnética nuclear proténica (RMN 'H)
y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas acoplada (CG — EM). Las

fracciones reunidas se nombraron como (MeOH — DC, DG, DG” y DL) (Figura 5).

MeOH-D
4-5,300m g

M
Columna de
silica-gel
;

*************************************************************************

Figura 5. Esquema de la cromatografia en columna (Gel de silice) de la fraccion MeOH — D
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2.2.5.2 Cromatografia en columna (CC), de Sephadex — LH20 de la fraccion MeOH — H.

Se colocd 150 mg de la fraccion (MeOH — H) en una columna de vidrio previamente
empaquetada con Sephadex-LH 20, la cual se eluyé con metanol y se obtuvieron 18 eluatos
de 5 ml, los cuales se reunieron en base a su semejanza, empleando multiples cromatéfilos
de aluminio (CCF) para corroborar y reunir las fracciones con componentes semejantes,

obteniendo 6 fracciones (Figura 6).

MeOH-H
8-9150 mg

Columna de
Sephadex-LH20

'
7777777777777777777777777777777777777777777777777777777 Y e ey
' h h H ' h

[HE‘I'5-7 | [HH o ‘ [Ha XY | [HR"’lS [
Figura 6. Esquema de la cromatografia en columna (Sephadex-LH20) de la fraccion MeOH
—H.

2.2.5.3 Cromatografia en columna (CC), de gel de silice de la fraccion MeOH — HA.

Se coloco la fraccion MeOH — HA en una columna de vidrio (15 cm de altura por 0.5 cm de
ancho), la cual se empaquet6 con (45 mg) de extracto en (300 mg) de silice, posteriormente
se realizd6 la extraccion con diferentes eluyentes de polaridad ascendente (DCM,
DCM/AcOEt, DCM/MeOH y AcOEt/MeOH) obteniendo 26 eluatos de 20 ml (Figura 7), las
fracciones fueron reunidas de acuerdo a su semejanza y posteriormente se les realiz6 analisis
por resonancia magnética nuclear proténica (RMN 'H) y cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (CG — EM).

MeOH- HA
1-4, 45mg
M
Columna de
Silica gel
CTTTTTTTTITTT { e R “L T 1
3 v v v v & v v
HA1 HA2 HA3 HA4 HAS5 HA6 HA7 HA8
1-2 3-5 6-11 12-15 16-18 19-21 22-23 24-26

Figura 7. Esquema de la cromatografia en columna (Gel de silice) de la fraccion MeOH —
HA.
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2.2.5 Extraccion Liquido-Liquido de la fraccion CYST — M.

Se realiz6 la extraccion liquido — liquido, mediante la utilizacion de 50 ml del concentrado
de M. aeruginosa, que se le agregd 150 ml de agua destilada. Esta mezcla se congel6 y se
descongelo para provocar la lisis celular, permitiendo a las células liberar sus metabolitos al
medio, obteniendo un extracto de color azul claro, el cual se filtr6 para evitar la
contaminacion con metabolitos anteriormente identificados provenientes de las células

(Figura 8).

Figura 8. Obtencion de metabolitos por lisis celular (Congelacion y Descongelacion) de

Microcystis aeruginosa.

Posteriormente en un embudo de separacion de 500 ml, se agrego el extracto azul (200 ml) y
se realiz¢ la extraccion con AcOEt (300 ml), se agitd ligeramente para evitar la formacion de
una emulsion, se dejo reposar de por 3 horas, hasta que se observo la separacion de 2 fases
en el embudo, posteriormente se realizo la separacion del agua y el AcOEt, mediante goteo
lento. Lo obtenido (9.2 mg) se analiz6 por cromatografia de alto rendimiento acoplado a

espectrometria de masas (HPLC — EM).
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CAPITULO III.
RESULTADOS

3.1 Identificacion de ésteres metilicos de la fraccion MeOH — DC por resonancia magnética
nuclear proténica (RNM 'H) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

(CG - EM).

De la fraccion MeOH — DC (75mg) se obtuvo un aceite de color amarillento, el cual se analiz6
mediante resonancia magnética nuclear de proton (RMN 'H). Su espectro determinado en
cloroformo deuterado (CDCls), mostré sefiales caracteristicas de ésteres metilicos de acidos
grasos, consistentes en una sefial multiple a un desplazamiento quimico (8) de 5.3 ppm,
debido a la presencia de protones vinilicos (-CH=CH-), una sefial simple aguda a (5) 3.64
ppm que corresponde a los protones del metilo de un éster metilico (O=C-OCHj3), asi como
los protones de los metilenos de una cadena alifatica —(CHa),- y el metilo terminal (-CHj3), lo
que da lugar a una sefial simple y otra sefial triple en (d) 1.25 y 0.86 ppm respectivamente

(Figura 9)

La mezcla de ésteres metilicos se analizé por (CG — EM) (Figura 10), se lograron analizar e
identificar 18 ésteres metilicos, de los cuales, diez corresponden a acidos grasos saturados y
sus isomeros correspondientes C14:0°, C14:0°, C15:0°, C15:0°, C16:0°, C16:0°, C16:0°,
C17:0°, C17:0° y C18:0, seis a acidos grasos monoinsaturados C14:1, C16:1, C17:1%, C17: 1°,
C17:1°y C18:1, asi como dos acidos grasos polinsaturados C15:3 y C18:3 (Tabla 13 y 14).

Mediante la obtencion de espectros de masas, se realizé un perfil de dcidos grasos, en donde
se observa la abundancia relativa de cada compuesto, correspondiendo los ésteres metilicos
de acidos grasos C16:0 (10.82 %) C16:1 (16.49 %), C18:0 (12.37 %) y C18:1 (18.04 %) con
la mayor abundancia dentro de la especie M. aeruginosa, los compuestos C14:0 y su isomero
presentaron una abundancia relativa de 3.32 % y 1.32 % respectivamente, C14:1 con una
abundancia de 8.25%, mientras que la abundancia de 4cidoss grasos C15:0 fue de 6.12 % y

I . b , . , rqe
su isomero correspondiente C15:0” presentd una abundancia de 4.12 %, los ésteres metilicos
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C15:3 con una abundancia de 5.15 , el 4cido graso C17:0 y su isémero C17:0° con una
presentaron una abundancia de 3.83 % y 1.83% respectivamente, por otro lado los acidos
grasos monoinsaturados C17:1* y C17:1° presentaron una abundancia del 2.58 mientras que
su isomero C17:1° tienen la mayor abundancia con 3.61 % de los tres isdémeros C17:1, por
ultimo el &cido graso poliinsaturado C18:3 tiene la menor abundancia, siendo esta de 1.55%

¢ identificado como acido a - linolénico (Tabla 8).

La composicion relativa de 4cidos grasos saturados corresponde al 41.75 % de la
composicion total de este tipo de compuestos y el 58.25 % se reportd como acidos grasos
insaturados, que componen el perfil de la especie M. aeruginosa, con lo cual se establecid
que la composiciéon mayoritaria de este tipo de compuestos corresponde a los 4cidos grasos

mono y poliinsaturados (Tabla 9).

Tabla 8. Composicion de Acidos grasos y ésteres metilicos (%) presentes en M. aeruginosa
donde: A.R = Abundancia relativa.

Acidos grasos saturados e insaturados A.R(%) Isomeros acidos grasos AR(%)
C14:0* | Tetradecanoato de metilo 3.32
. Tetradecanoato de
Cl14:1 11-Tetradecenoato de metilo 8.25 C14:0° 1.32
metilo
C15:0* | Pentadecanoato de metilo 6.12
C15:3 4E,7E,10E-Hexadecatrienoico 5.15
. , Acido 14-
C16:0 Hexadecanoato de metilo 3.60 C15:0° 4.12
metilpenadecandico
Cl6:1 9-Hexadecanoato de metilo 16.49
C:17:0" | Heptadecanoato de metilo 3.83 Hexadecanoato de
, C16:0° , 3.60
C17 1" | 9-Heptadecanoato de metilo 2.58 metilo
C17:1° | Cis-10-Heptadecandico 2.58 Hexadecanoato de
Cl16:0° ) 3.60
C17:1° | 11-Heptadecanoato de metilo 3.61 metilo
C18:0 | Octadecenoato de metilo 12.37
. Heptadecanoato de
C18:1 9-Octadecenoato de metilo 18.04 C17:0° 1.83
metilo
C18:3 Acido 9,12,15-Octatridecandico 1.55
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Figura 9. Espectro de Resonancia magnética nuclear protonica (RMN 'H), de ésteres metilicos de la fraccion MeOH-DC
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Figura 10. Cromatograma de la mezcla de ésteres metilicos de la fraccion MEOH-DC analizada por Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM).
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Tabla 9. Esteres metilicos y 4cidos grasos, identificados CG-EM, donde PB = Pico base, FM
= Formula Molecular, PM = Peso Molecular y TR = Tiempo de retencion.

Compuesto PB FM PM (TR)
(m/z) min
Ci5H300,
Tetradecanoato de metilo 74 242 9.87
C14:0*
(0]
H3C )J\/\/\/\/\/\/\
o )
Ci5Hx0,
11-Tetradecanoato de metilo 85 240 9.95
Cl4:1
o
HSC\ )W
o
)
Ci5H300,
Tetradecanoato de metilo 87 242 10.15
C14:0°
(0]
HeC )J\/\/\/\/\/\/\
o 3
Ci6H3,0,
Pentadecanoato de metilo 87 256 10.62
C15:0*
(0]
H3C
™~ )WW
° “)
. Ci6H3,0,
Acido 14-metilpentadecanodico 74 256 10.88
C15:0°
o
5
. Ci6H230,
Acido 4E,7E,10E-Hexadecatriendico 43 250 11.03
C15:3
HO CHa
W
0 (6)

E = Configuracion trans
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Ci7H340,

Hexadecanoato de metilo 74 270 11.32
C16:0*
(6}
H4C
™~ )WA/\
0 @)
Ci7H3,0,
9-Hexadecenoato de metilo 83 268 11.45
Cl6:1
[0}
H4C
0 ®
Ci7H340,
Hexadecanoato de metilo 87 270 11.58
C16:0°
[0}
H4C
N )W/\/\
0 ()]
Ci7H340,
Hexadecanoato de metilo 87 270 11.65
C16:0°
[0}
H4C
N )W/\/\
0 (10)
CisH360,
Heptadecanoato de metilo 87 284 11.98
C17:0*
0
HqaC
. )WW
° (11
CisH340,
9-Heptadecenoato de metilo 55 282 12.10
C17:1
0
HsC\ )WW
© 12)
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CisH340,

10-heptadecenoato de metilo 55 282 12.17
C17:1
0
HSC\ )WA/\/\A/
© 13)
C18H3602
Heptadecanoato de metilo 74 284 12.22
C17:0°
0
HqC
. )WW
° (14)
C19H3602
9-Octadecenoato de metilo 97 296 12.72
C18:1
0
HaC\OWAM/\
as)
C19H3802
Octadecenoato de metilo 87 298 12.87
C18:0
0
"sC )WA/\
\o
(16)
C18H3402
11-heptadecenoato de metilo 55 282 13.03
C17:1
0
HGC\O)W/\AA/
a7
, C19H3202
Acido 9,12,15-octadecatrienoato de metilo 55 292 13.9
C18:3
o)
SN AN AN
(18)
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3.2 Identificacion de Fitol (19), isémeros del fitol y esteroles de las fracciones MeOH —
DG, DG* y HA1 por resonancia magnética nuclear proténica (RMN 'H) y Cromatografia

de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

De la fraccion MeOH — DG (115mg) se obtuvo un compuesto, el cual fue identificado por
RMN 'H y de "°C como el diterpeno conocido como fitol (19). En su espectro de RMN 'H
se observd una sefial multiple a (8) 5.48 ppm que corresponde a una sefal triple doble de
dobles, indica la presencia de un metino olifénico (=CH) acoplado con un grupo metileno
oxigenado (-OCH,), cuya sefial es observada a (d) 4.3 ppm, mientras que la sefial a (d) 1.60
ppm es debida a un grupo metilo vinilico (C=C-CH3), las sefiales entre () 1.9 y 2.1 ppm se
atribuyen a los metinos (-CH) y metilenos (-CH,) respectivamente, por otro lado las sefiales
de los metilos (C-CHj3) se observan entre (3) 0.80 ppm como sefiales sobrepuestas (Figura
12). Las senales anteriores estan de acuerdo con las reportadas en la literatura para el fitol
(19). El analisis de las fracciones DG, DG* y HA1 por CG-EM y la similitud observada (R)
por CCF, permiti¢ el aislamiento del fitol (19) asi como la identificacion de dehidrofitol (20)
y dos isdmeros del fitol como, isofitol (21) y cis-fitol (22) de la fraccion DG (Tabla 10 y
Figura 11,12 y 13) el peso molecular de los compuestos fitol, isofitol y cis-fitol es de 296,
sin embargo, este ibn molecular no se observo debido a la perdida de una molécula de agua
por la insercion de la muestra al espectrémetro de masas, mostrando un i6n molecular de 278,
esto mismo ocurrio con el compuesto dehidrofitol, donde el ion molecular 298 no se observa

por la perdida de una molecular de agua, observandose en su caso un pico en 280.

En la fraccién DG se identific una mezcla de esteroles (Figura 14), identificandose tres
compuestos mayoritarios de esta naturaleza: Estigmasterol (23) con una abundancia relativa
dentro del (54.07 %), 7,22-ergostadienona (24) con una abundancia del (15.38 %), B-
sitosterol (25) con la menor abundancia relativa de (5.12 %) (Tabla 11), ademas de la fraccion
HAT1 (Figura 15) se identificaron esteroles, los cuales fueron identificados como: Cholesta-
4,6-dien-3-ona (26) con una abundancia relativa del 19.23 %, finalmente el esterol

identificado como 4,22-stigmastadien-3-ona (27) con abundancia de 3.84 % (Tabla 11 y 12).
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Tabla 10. Composicion de diterpenos correspondientes a fitol (19), dehidrofitol (20) y los
isomeros, isofitol (21) y cis-fitol (22) de la fraccion DG. PM = Peso molecular, FM = Férmula

molecular y AR = Abundancia relativa (%).

Compuesto PMyFM AR %
' 296
Fitol (19) 65.62
C20H400
CH, CH, CH, CH,
H3CWMAOH (19)
298
Dehidrofitol (20) 6.25
C20H420
CHs CHs CHs CHs
)\/\)\/\)\/\/I\/OH
H3C (20)
296
Isofitol (21) 10.93
C20H400
CHg CHg CHg CHg
HGC)\/\/‘\/\/‘\/\/'\/
OH (21)
296
cis-fitol (22) 17.18
C20H400

OH en configuraciéon Z (22)

Tabla 11. Composicién de esteroles de M. aeruginosa, de la fraccion DG* y HA1, AR =
Abundancia Relativa (%) y *(identificicados en la fraccion HA).

Esteroles A.R (%)
Estigmasterol CroA° AP 54.07
7,22-Ergostadienona CosA' AP 15.38
B-sitosterol CyoA’ 5.12
Cholesta-4,6-dien-3-ona* CyrA*A 19.23
4,22-Stigmastadien-3-ona* CroA AP 6.18
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Figura 11. Espectro de Resonancia magnética nuclear protonica (RMN 'H) del fitol (19), aislado de la fraccion MeOH-DG.
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minoritarios corresponden a isomeros del fitol, TR = 20.53 dehidrofitol (20), TR = 20.77 isofitol (21) y TR = 21.00 cis-fitol (22).
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Tabla 12. Compuestos identificados por espectrometria de CG-EM correspondientes a
HAI1(*), donde: TR = Tiempo de retencion.

Esteroles de la fraccién DG?

Compuesto/Estructura | Pico Base | Formula molecular | Peso molecular | (TR)
(m/z)
Estigmasterol 271 C2oHusO 412 35.16
(23)
7,22-Ergostadienona 269 CasHssO 396 35.41
° (24)
[B-sitosterol 207 Co9H500 414 35.68
(25)

A1




* Cholesta-4,6-dien-3- 43 C,7H40 382 34.84
ona
*4,22-stigmastadiene-3- 69 C2oHs60 410 35.2

ona

A0
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Figura 15. Cromatograma de la fraccion MEOH-HA1(*). Los picos con tiempo de retencion TR = 34.84 y 35.2, que corresponden

a los compuestos Cholesta-4,6-dien-3-ona (26) y 4,22-Stigmastadiene-3-ona (27) respectivamente.
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CAPITULO IV

4.1 Discusion.

Los metabolitos en cianobacterias y en especial la especie utilizada en este estudio M.
aeruginosa, han sido motivo para el aislamiento y caracterizacion de sus diferentes
componentes quimicos, los cuales poseen estructuras quimicas unicas e interesantes, asi

como un posible potencial quimico, bioldgico, agronémico, farmacoldgico etc.

Una parte importante de estos metabolitos la constituyen los ésteres metilicos de acidos
grasos (Tabla 10), esto debido a que las cianobacterias poseen una cantidad significativa de
lipidos, asi como, el que algunas especies posean una alta cantidad de &4cidos grasos
esenciales, como lo son el &cido linoleico y el y-linoleico (Sharathchandra y Rajasekhar,
2011). Ademas del valor nutricional de los acidos grasos, estos han sido empleados para

clarificar problemas existentes durante la identificacion taxonémica (Li y Watanabe 2001).

Kenyon y colaboradores 1972, mencionan que existen cuatro tipos de acidos grasos
principales en las cianobacterias (C16:0, C16:1, C18:0 y C18:3), mismos que se encuentran
ligados a caracteristicas morfologicas. Por otro lado, Pérez-Gutierrez y colaboradores (2007),
menciona que existen acidos grasos especificos para cada especie de alga verde, y solo
existen algunos cambios en la abundancia relativa de los 4cidos grasos poliinsaturados. Sin
embargo, el perfil de dcidos grasos de las algas verde-azules, en donde se incluyen especies
como Cyanophycean spirulina sp. y Microcystis aeruginosa es el mismo perfil como en las
algas verdes (Cojocaru et. al., 1988), lo que concuerda con los ésteres metilicos aislados en

este estudio siendo estos identificados como C16:0, C16:1, C18:0 y C18:3 (Tabla 11 y 12).

No obstante, Khalid y colaboradores 2010 identificaron y aislaron un perfil de 4cidos grasos
similar, conformado por siete dcidos grasos saturados (C8:0, C10:0, C12:0, C14:0, C15:0,
C16:0 y C17:0), este tipo de compuestos conformaron el 22.22 % de la abundancia relativa
de la especie y 21 acidos grasos insaturados (C10:1y 2, C12:1y2,C13:1y2,C14:1,2,3y
4,CI15:1,2y3,Cl16:1,2 ,3y4,C17:3, C18:1 y C18:3) que conformaron el 77.71 % de la
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abundancia relativa total de la especie. En este estudio se identificaron diez 4cidos grasos
saturados que corresponden a los anteriormente mencionados, con la excepcion de los acidos
grasos C8:0, C10:0 y C12:0, ademas la abundancia relativa reportada es del 41.75%, por otro
lado los acidos grasos insaturados en este estudio se identificaron como C14:1, C16:1,
C17:1%°Y¢, C18:1, C15:3 y C18:3 con una abundancia relativa més baja (58.25 %), lo cual
es congruente debido a que en esta especie (M. aeruginosa) la composicidon mayoritaria es

de 4cidos grasos insaturados.

Por otro lado, un estudio realizado por Sharathchandra y Rajasekhar en 2011, en trece
especies de cianobacterias donde se incluyd M. aeruginosa, solo se aislaron e identificaron
dos tipos de 4cidos grasos saturados (C16:0 con 45.2% y C18:0 con 3.98%) con una
abundancia relativa total del 49.18% y cinco acidos grasos insaturados (C16:1, C18:2, C18:3,
C18:3" y C20:1) con una abundancia del 50.82 %, la abundancia relativa es similar a la
reportada en este estudio, sin embargo la composicion de 4cidos grasos en este estudio difiere
ya que se identificaron cinco acidos saturados C14:0, C15:0, C16:0, C17:0 y C18:0, siendo
C16:0 y C18:0 los de mayor abundancia con 10.82 y 12.37 % respectivamente, lo cual difiere
con la abundancia relativa, ya que el 4cido graso C16:0 no es mayoritario como se menciona,
siendo el acido graso C18:0 el de mayor abundancia; sin embargo Pérez-Gutiérrez y
colaboradores en 2007 reportaron que en cultivos puros de M. aeruginosa solo se identificd
un 4cido graso saturado (C16:0) y solo acidos grasos insaturados de tipo C18:2, C18:3*¥°y
C18:4. Lo cual muestra que este tipo de compuestos en M. aeruginosa pueden cambiar o en
su defecto modificarse por factores fisicos, quimicos o biologicos, mostrando asi, que bajo
diferentes condiciones la especie M. aeruginosa puede adaptarse, sobrevivir y proliferar

desplazando a otras especies.

Los esteroles son componentes estructurales esenciales en las membranas celulares de
organismos eucariontes, entre sus funciones se encuentra el control de regulacion de la
permeabilidad y fluidez de la membrana, (Volkman, 2003; Kumari et. al., 2013). Existe una

diversidad de esteroles fascinante en las microalgas y cianobacterias, como es de esperarse

65



por la gran cantidad de clases y especies descritas (Volkman, 1986; Jones et al., 1994;
Volkman et al., 1998; Volkman, 2003), esto permite una identificacion de este tipo de
compuestos, como las variaciones obtenidas en este trabajo, ya que se lograron identificar
esteroles como colesterol y B-sitosterol compuestos cominmente identificados en animales
y plantas, ademads, de especies de microalgas y cianobacterias y por ende en la especie

empleada en este trabajo M. aeruginosa.

En los afios sesenta existid0 un escepticismo sobre la produccion de esteroles en
cianobacterias, ya que algunos autores como Levin y Bloch en 1964 reportaron la ausencia
de los mismos, De Souza y Nes en 1968 quienes aislaron e identificaron efimeras cantidades
en algunas especies. No obstante, Forin y colaboradores (1972) present6 evidencia
convincente a través de espectros de masas de la presencia de Colesterol y 24-etilcholesta-
5,22E-dien3p-ol en cianobacterias. Algunos de estos esteroles se encuentran ampliamente
distribuidos, y otros restringidos a algunas pocas especies de microalgas (Sucrow et. al.,
1976; Volkman, 1986; Patterson, 1991; Jones et. al., 1994; Rzama, et. al., 1994). La
composicion de esteroles varia entre cepas de microalgas y puede ser influenciada por
factores como la intensidad de luz, temperatura y etapa de crecimiento (Ballantine et a/. 1979;
Shifrin y Chisholm. 1980; Fabregas et. al. 1997), aunque usualmente este tipo de cambio en

su composicion es minimo (Hallegraeff, et. al. 1991).

Volkman. 2003, menciona que los esteroles identificados en microalgas, incluyen la
presencia o ausencia de un grupo metilo en el carbono 4 (C-4), varias posiciones de los dobles

enlaces, siendo comun (A°, y A’ en el niicleo) y (AP AP A24ED

en la cadena secundaria),
asi como la posicion y grados de alquilacion en la cadena secundaria, presencia de un grupo
hidroxilo y diferencias estereoquimicas del grupo alquilo en C-24. Este tipo de compuestos
estan conformados en su mayoria por esteroles de C,7— Csp en las microalgas. Los esteroles
aislados e identificados en este estudio corresponden a compuestos con estructuras quimicas
de Co7AA%, CasA’A%, CaoAS5, CaoA*AP y CroA’A* (Tabla 11) con caracteristicas similares a

los identificados y aislados en microalgas y cianobacterias por investigadores como Volkman

en 1986, quien identifico a los esteroles de 27 (C7A°) y 28 4tomos de carbono como los mas
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comunes, asi como también esteroles de 29 (Cy9A”) d&tomos de carbono, que usualmente son
encontrados en plantas, pero que han sido aislados en algunas especies de microalgas,

congruente a lo reportado a la especie M. aeruginosa en este estudio.

En este estudio se lograron aislar e identificar seis esteroles Estigmasterol (23), 7,22-
ergostadienona (24), B-sitosterol (25), Cholesta-4,6-dien-3-ona (26) y 4,22-stigmastadien-3-
ona (27), lo que puede ser comparado con los compuestos reportados por Khalid y
colaboradores en 2010, quienes aislaron tres tipos de esteroles de extractos metandlicos,
siendo estos, Colesterol, Estigmasterol y B-sitosterol, ademas de dos diterpenos cis-fitol (22)
v trans-fitol (19), compuestos aislados también de extractos metandlicos en este estudio.
Resultados similares fueron obtenidos por Aftab y Shameel en 2006, en especies colectadas
en ambientes estuarinos, ademas, se logaron aislar e identificar isoémeros de diterpenos como
el dihidrofitol e isofitol. Siendo este ultimo aislado por primera vez de la cianobacteria
Spirulina platensis (Ozdemir et. al. 2004). Respecto al tiempo de retencion reportado en la
identificacion por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas Pinkart y
colaboradores 1998, identificaron los compuestos trans-fitol e isofitol (21) entre los 18 y 20
min, que se corrobora con lo reportado por Ozdemir y colaboradores (2004), quienes también
reportaron este tipo de compuestos en tiempos de retencion entre los 18 y 20 min. El tiempo
de retencion de este tipo de compuestos puede ser comparado con los resultados obtenidos

en este estudio ya que se identificaron en tiempos de retencion dentre los 20 y 21 minutos.

M. aeruginosa puede presentarse en diferentes ambientes, conteniendo los mismos
metabolitos y productos secundarios. Sin embargo, el contenido de B-sitosterol es interesante,
ya que este tipo de compuesto es un precursor capaz de inhibir el crecimiento de la colonia
de M. aeruginosa en conjunto con el compuesto diciclohexanil arizane (Park et. al., 2008),
Summons y colaboradores (2001) mencionan, que, a pesar del aislamiento e identificacion
de esteroles en cianobacterias, existe la posibilidad de la presencia de este tipo de compuestos
debido a la contaminacion, por otro tipo de organismos como levaduras, hongos e incluso

otras especies de microalgas.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

La influencia de los factores fisicoquimicos en la produccién de metabolitos tanto
primarios como secundarios se encuentran fuertemente asociados, no obstante, la
obtencion, aislamiento, e identificacion de metabolitos en condiciones de cultivo en
especies de cianobacterias y por ende en M. aeruginosa ofrece resultados
comparables con especies en vida silvestre, asi como cepas en cultivo realizados en

diferentes laboratorios en el mundo.

La especie M. aeruginosa, presenta caracteristicas idoneas para la produccion de
acidos grasos esenciales (4cido linoleico y y-linoleico) utilizados en la nutricion, asi
como mejor eficiencia en la produccion de lipidos empleados como biocombustible,
como en la produccion de acidos grasos de ésteres metilicos de cadenas largas (C18,

C19y C:20).

La distribucion de 4cidos grasos en M. aeruginosa se encuentra asociada a acidos

grasos insaturados, siendo C16:1 y C18:1 lo compuestos con mayor abundancia.

Los esteroles aislados en M. aeruginosa corresponden a estructuras de 27, 28 y 29
atomos de carbono, ademds es comin encontrar compuestos como colesterol y B-
sitosterol, esteroles normalmente encontrados en animales y plantas respectivamente,
corroborando de esta manera que las cianobacterias son de los primeros organismos

en habitar la tierra.
M. aeruginosa es una especie que puede ser empleada en la produccion de agentes

antibacteriales y antimicéticos ya que contienen los diterpenos identificados como

trans 'y cis-fitol asi como isofitol
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PERSPECTIVAS

La importancia de este tipo de estudios en microalgas y cianobacterias, debe ser ampliado ya
que este tipo de microorganismos poseen metabolitos secundarios con estructuras
interesantes que podrian ser utilizados en la industria, que por otro lado se ve afectada por la
baja concentracion de estos metabolitos en las cianobacterias. Es por esto que el estudio en
la produccion de metabolitos primarios y/o secundarios deberia ampliarse hacia la
identificacion de las posibles rutas genéticas que promuevan o no la produccion de un
metabolito debido al cambio fisico, quimico o bioldgico, permitiendo asi que se identifique
genéticamente los factores que promuevan la produccion del metabolito identificado por

técnicas de cromatografia y espectroscopia.
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ANEXO

Acidos Grasos y ésteres Metilicos
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Figura 16. Espectro de masas correspondiente al Tetradecanoato de metilo, Pico base PB=
74, Tiempo de Retencion TR =9.87 y peso molecular PM = 242 de la fraccion MeOH-DC.
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Figura 17. Espectro de masas correspondiente al 11-Tetradecenoato de metilo, Pico base PB=
85, Tiempo de Retencion TR =9.95 y peso molecular PM = 240 de la fraccion MeOH-DC.
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Figura 18. Espectro de masas correspondiente al Tetradecenoato de metilo, Pico base PB =
87, Tiempo de Retencion TR =10.15 y peso molecular PM = 242 de la fraccion MeOH-DC.
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Figura 19. Espectro de masas correspondiente al Pentadecaoato de metilo, Pico base PB =
74, Tiempo de Retencion TR = 10.62 y peso molecular PM = 256 de la fraccion MeOH-
DC.

10A






74.0530

TR.: 10.88
87.0789
804
o

60| HO MAM/Y
%
! 43.0789

18.0300
b 143.1492

2133151 2564150
129.1695

LT e

‘L Il \‘L" ‘I‘ \‘\“ L bl b o l ‘ Ll - . : . . :
miz 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Figura 20. Espectro de masas correspondiente al Acido 14-metilpentadecanéico, Pico base

PB= 74, Tiempo de Retencion TR =10.88 y peso molecular PM = 256 de la fraccion
MEOH-DC.
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Figura 21. Espectro de masas correspondiente al Acido 4E, 7E, 10E-Hexadecatriendico, Pico
base PB= 43, Tiempo de Retencion TR =11.03 y peso molecular PM = 250 de la fraccion
MEOH-DC.
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Figura 22. Espectro de masas correspondiente al Hexadecanoato de metilo, Pico base PB=
74, Tiempo de Retencion TR =11.32 y peso molecular PM = 270 de la fraccion MEOH-DC.
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Figura 23. Espectro de masas correspondiente al 9-Hexadecenoato de metilo, Pico base PB=
83, Tiempo de Retencion TR =11.45 y peso molecular PM = 268 de la fraccion MEOH-DC.
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Figura 24. Espectro de masas correspondiente al Hexadecanoato de metilo, Pico base PB =
87, Tiempo de Retencion TR =11.58 y peso molecular PM = 270 de la fraccion MEOH-DC.
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Figura 25. Espectro de masas correspondiente al Hexadecenoato de metilo, Pico base PB =
87, Tiempo de Retencion TR =11.65 y peso molecular PM = 270 de la fraccion MEOH-DC.

109






43.0789 740800789

100-
TR.: 11.98
801
(0}
60
H3C\
(0]
%
a0
L 143.1492
129.1695 212871
185.2439.2848 2844914
533830
i J HLM\‘\ ||\‘u‘1 AN pad o) ‘\ ‘ e L : . . - T T
miz 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Figura 26. Espectro de masas correspondiente al Heptadecanoato de metilo, Pico base PB =
87, Tiempo de Retencion TR =11.98 y peso molecular PM = 284 de la fraccion MEOH-DC.
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Figura 27. Espectro de masas correspondiente al 9-Heptadecenoato de metilo, Pico base PB
=55, Tiempo de Retencion TR =12.10 y peso molecular PM = 282 de la fraccion MEOH-
DC.
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Figura 28. Espectro de masas correspondiente al 10-Heptadecenoato de metilo, Pico base PB
=55, Tiempo de Retencion TR =12.17 y peso molecular PM = 282 de la fraccion MEOH-
DC.
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Figura 29. Espectro de masas correspondiente al Heptadecenoato de metilo, Pico base PB =
74, Tiempo de Retencion TR =12.22 y peso molecular PM = 284 de la fraccion MEOH-DC.
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Figura 30. Espectro de masas correspondiente al 9-octadecenoato de metilo, Pico base PB =
97, Tiempo de Retencion TR = 12.72 y peso molecular PM = 296 de la fraccion MEOH-DC.
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Figura 31. Espectro de masas correspondiente al Octadecenoato de metilo, Pico base PB =
87, Tiempo de Retencion TR =12.87 y peso molecular PM = 298 de la fraccion MEOH-DC.






55.0739

100
18.0300 TR.: 13.03
80-
0
T )vav
60 HsC
AN \
(0]

%

40+ 125.1558

81.q938
20
140.1662
165.1970
185.‘2224 2112275
251.3292
2824719
_Jl \M“w” \‘\M.‘ .M‘ u\h\ R— lJL il . . . . . :
t

m/z 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Figura 32. Espectro de masas correspondiente al 11-Heptadecenoato de metilo, Pico base PB
=55, Tiempo de Retencion TR =13.03 y peso molecular PM = 282 de la fraccion MEOH-
DC.

18.0300

100,
TR.: 13.9
8o
N o]
55,0002
H3C\ \ / \
% (0]
410605
ao]
83.1185
20
1111362
1391636 1672021
2071226
‘181.1951 | 2643459 292 4268
1 ol ot e B0 . : ; ; \
w2 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Figura 33. Espectro de masas correspondiente al Acido 9,12,15-octadecatrienoato de metilo,
Pico base PB =55, Tiempo de Retencion TR =13.9 y peso molecular PM =292 de la fraccion
MEOH-DC
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Figura 34. Espectro de masas correspondiente al esterol Estigmasterol (C,A’°A*), Pico base
PB = 271, Tiempo de Retencién TR =35.16 y peso molecular PM = 412 de la fraccion
MEOH-DG".
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Figura 35. Espectro de masas correspondiente al esterol 7,22-Ergostadienona (CxA’A), Pico
base PB =269, Tiempo de Retencion TR =35.41 y peso molecular PM = 396 de la fraccion
MEOH-DG”
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Figura 36. Espectro de masas correspondiente al esterol B-sitosterol (C,A%), Pico base PB =
207, Tiempo de Retencion TR =35.68 y peso molecular PM = 414 de la fraccion MEOH-
DG’
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Figura 37. Espectro de masas correspondiente al esterol Cholesta-4,6-dien-3-ona (C,,A*A°),
Pico base PB = 43, Tiempo de Retencion TR =34.84 y peso molecular PM = 382 de la
fraccion MEOH-HA.
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Figura 38. Espectro de masas correspondiente al esterol 4,22-Stigmastadien-3-ona (CA*A™),
Pico base PB = 69, Tiempo de Retencion TR =35.2 y peso molecular PM =410 de la fraccion
MEOH-HA1



Isomeros del Fitol

7 TR.: 20.53

100

» CH CH CHg CHg
3 3

3

57
60

43

40 83
18

97 1

20
2 126

m'z 50 100 150 200 250
Figura 39. Espectro de masas correspondiente al isomero del fitol, identificado como el
compuesto dehidrofitol, pico base PB = 70, Tiempo de retenciéon TR = 20.77 min, peso
molecular PM = 296, ion molecular IM = 280.
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Figura 40. Espectro de masas correspondiente al compuesto isofitol, pico base PB = 81,
Tiempo de retencion TR = 20.45 min, peso molecular PM = 296, ion molecular IM = 278.
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Figura 41. Espectro de masas correspondiente al compuesto cis-fitol, pico base PB = 81,
Tiempo de retencion TR = 20.45 min, peso molecular PM = 296, ion molecular IM = 278.






Se realizaron andlisis por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) acoplada a
espectrometria de masas (EM) de la fraccion MeOH — A, mostro la presencia de ocho picos
en el cromatograma de los cuales pueden ser asociados a compuestos como:
Anabaenopeptina F pico uno, Aeruginosina GH553 pico cuatro y pico seis Aeruginosina
KT608A o KT608B de acuerdo al peso molecular (PM) mostrado en el espectrograma.
(Tabla. 18, Figura. 50), la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) acoplada a
espectrometria de masas (EM) de la fraccion CYST-M, mostr6 la presencia de doce picos en
el cromatograma de los cuales solo puede ser asociado el pico diez al compuesto
Aeruginosina KT608A o KT608B y pico siete Aeruginosina GE642 , sin embargo esta ultima
no se considera como una posible identificacion correcta de este compues ya que el espectro
de masas muestra una sefial simple cuando compuestos con halégenos (Cl y/o Br) se puede

apreciar una sefial en forma de triple (1:2:1) (Tabla. 20, Figura. 51).
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Figura 42. Cromatograma de HPLC de la fraccion MeOH-A en la que se observa la presencia
de ocho picos de los cuales el pico uno corresponde al compuesto Anabaenopeptina F,
Aeruginosina GH553 o Pseudoaeruginosina KT554 pico cuatro, pico seis Aeruginosina

KT608A o KT608B y pico siete Aeruginosina (GE642 Tabla. 19).






Tabla 13. Posible identificacion de compuestos de acuerdo a su peso molecular, monstrado

en el espectro correspondiente a la fraccion MeOH-A, TR = Tiempo de retencion (min),

M+M" = Peso molecular mas el aducto (H, Na, K, etc.) y M = Peso molecular.
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Tabla 14. Posible identificacion del compuesto Aeruginosina KT642 de acuerdo a su peso
molecular, monstrado en el espectro correspondiente a la fraccion CYST-M. TR = Tiempo

de retencion (min), M+M" = Peso molecular mas el aducto (H, Na, K, etc.) y M = Peso

molecular.
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Figura 43. Cromatograma de HPLC de la fraccion CYST-M en la que se observa la presencia

de doce picos de los cuales el pico nueve corresponde a la Aeruginosina KT608A o KT608B.
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Tabla 15. Posible identificacion de compuestos de acuerdo a su peso molecular, monstrado
en el espectro correspondiente a la fraccion CYST-M. TR = Tiempo de retencion (min),

M+M" = Peso molecular mas el aducto (H, Na, K, etc.) y M = Peso molecular.
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Tabla 16. Metabolitos secundarios identificados en Microcystis aeruginosa, en los que se
comprende la identificacion del compuesto por espectrometria de masas identificando el i6n
aducto.

Micropeptina KT1042 (Lifshits y Carmeli, 2012) 1065 1042
Micropeptina SF909 (Lifshits y Carmeli, 2012) 932 909
Micropeptina HM978 (Lifshits y Carmeli, 2012) 1001 978
Micropeptina HU909 (Gesner-Apter y Carmeli 2009) 932 909
Micropeptina HU989 (Gesner-Apter y Carmeli 2009) 1012 989
Micropeptina HU975(Gesner-Apter y Carmeli 2009) 998 975
Aeruginosina KT650(Lifshits y Carmeli, 2012) 673 650
Aeruginosina GH553(Lifshits y Carmeli, 2012) 576 553
Aeruginosina GE810 (Elkobi-Peer et. al., 2012) 833 810
Aeruginosina GE766 (Elkobi-Peer et. al., 2012) 789 766
Planktociclina-S-Oxido (Lifshits y Carmeli, 2012) 839 816
Planktociclina-iso-S-Oxido (Lifshits y Carmeli, 2012) 839 816
Microcistina-AR (Brittain et. al., 2000) 975 952

Micropeptina HU895 (Gesner-Apter y Carmeli 2009)

Micropeptina HU1069 (Gesner-Apter y Carmeli 2009)

Micropeptina HU1041 (Gesner-Apter y Carmeli 2009) 984 1041
Micropeptina HU1021 (Gesner-Apter y Carmeli 2009) 964 1021
Micropeptina HU895B (Gesner-Apter y Carmeli 2009) 896 895
Anabaenopeptina HU892 (Gesner-Apter y Carmeli 2009) 893 892
Aeruginosina GE686 (Elkobi-Peer et. al., 2012) 687 686
Aeruginosina GE730 (Elkobi-Peer et. al., 2012) 731 730
Aeruginosina GE642 (Elkobi-Peer et. al., 2012) 643 642
Aeruginosina KT608A (Lifshits y Carmeli, 2012) 609 608
Aeruginosina KT 608B (Lifshits y Carmeli, 2012) 609 608
Pseudoseruginosina KT554 (Lifshits y Carmeli, 2012) 555 554
Anabaenopeptina F (Lifshits y Carmeli, 2012) 851 850
Microcistina-LR [D-Asp’] (Brittain et. al., 2000) 981 980
Microcistina-LR (Brittain et. al., 2000) 995 994
Microcistina D-Ala, L-Tyr, D-MeAsp, L-Arg, D-Glu

(Sivonen et. al., 1992) 1031 1030
Microcistina D-Ala, L-Leu, D-Asp, L-Arg, D-Glu

(Sivonen et. al., 1992) 067 966
Microcistina D-Ala, L-Arg, D-MeAsp, L-Arg, D-Glu

(Sivonen et. al., 1992) 1024 1023
Microcistina D-Ala, L-Arg, D-Asp, L-Arg, D-Glu

(Sivonen et. al., 1992) 1010 1009
Microcistina-RR (Oudra et. al., 2001) 1038 1037
Microcistina-YR (Oudra et. al., 2001) 1045 1044
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