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RESUMEN

Chara globularis es un alga verde ampliamente distribuida, esta especie se caracteriza
por su elevada biomasa. Sin embargo, se conoce poco del uso de este recurso a pesar que
escasos estudios reportan su actividad contra los microorganismos. El objetivo fue
determinar la composicion fitoquimica de Chara globularis y la actividad antibacteriana
del extracto etandlico frente a cepas bacterianas. Se realiz6 una marcha fitoquimica
preliminar para determinar los grupos de metabolitos secundarios presentes en C.
globularis, y los compuestos volatiles y acidos grasos se analizaron por HS-SPME-GC-
MS y GC-MS, respectivamente. Ademas, se evaluo la actividad antibacteriana de C.
globularis; primeramente, se realiz6 una extraccién por maceracion en etanol al 70%,
para identificar los metabolitos presentes en el extracto etandlico se efectué un analisis
de HPLC-MS, y para comprobar la actividad del extracto frente a cepas bacterianas se
utilizo la técnica de difusion en disco. La marcha fitoquimica revel6 la presencia de
triterpenos y compuestos fenolicos, mediante GC-MS se identificO 27 compuestos
volatiles y 24 acidos grasos, y en el extracto etandlico se identificé el &cido galoilquinico.
El extracto etandlico presentd actividad antibacteriana frente a S. epidermidis ATCC
12228, S. aureus ATCC 25923, y B. spizizenii ATCC 6633, con halos de hasta 12.39 mm
de diametro. La concentracion minima inhibitoria se observo a partir de 0.5 mg/ml en S.
aureus ATCC 25923 y B. spizizenii ATCC 6633. El extracto etandlico de C. globularis
posee actividad antibacteriana sobre bacterias gram positivas, observandose una mayor

inhibicion a medida que se incrementa la concentracion.

Palabras clave: Acido galoilquinico, actividad antibacteriana, Chara globularis,

compuestos volatiles, macroalga.
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ABSTRACT

Chara globularis is a widely distributed green alga, this species is characterized by its
high biomass. However, little is known about the use of this resource and there are few
studies that report its activity againts microorganisms. The objective was to determine the
phytochemical composition of Chara globularis and the antibacterial activity of the
ethanolic extract against bacterial strains. A preliminary phytochemical march was
performed to determine the secondary metabolite groups present in C. globularis, volatile
compounds and fatty acids were analyzed by HS-SPME-GC-MS and GC-MS,
respectively. In addition, the antibacterial activity of C. globularis was evaluated; first,
an extraction by maceration in 70% ethanol was performed, to identify the metabolites
present in the ethanolic extract an HPLC-MS analysis was performed, and to check the
activity of the extract against bacterial strains, the disk diffusion technique was used. The
phytochemical march revealed the presence of triterpenes and phenolic compounds, by
GC-MS 27 volatile compounds and 24 fatty acids were identified, and in the ethanolic
extract galloylquinic acid was identified. The ethanolic extract showed antibacterial
activity against S. epidermidis ATCC 12228, S. aureus ATCC 25923, and B. spizizenii
ATCC 6633, with halos up to 12.39 mm in diameter. The minimum inhibitory
concentration was observed from 0.5 mg/ml for S. aureus ATCC 25923 and B. spizizenii
ATCC 6633. The ethanolic extract of C. globularis possesses antibacterial activity on

gram-positive bacteria, with higher inhibition observed with increasing concentration.

Keywords: Antibacterial activity, Chara globularis, galloylquinic acid, macroalgae and

volatile compounds.

Xii
repositorio.unap.edu.pe



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

INTRODUCCION

A nivel mundial se cuenta con una gran biodiversidad de algas que aun no han sido descritas
y que estan ampliamente distribuidas pues habitan cuerpos de agua dulce, salobres o saladas.
Actualmente en Per, se aprovecha una escasa cantidad de especies de macroalgas, las cuales

son empleadas en la industria alimenticia y farmacologica.

El crecimiento excesivo de las macroalgas puede afectar a otras especies de vida vegetal
acudtica, estas floraciones en masa bloquean la luz solar que es indispensable para su
desarrollo, ademas se da un mayor consumo de oxigeno. En el lago Titicaca encontramos
macrofitas con importancia econdmica y ecoldgica, entre las cuales se tiene a la totora
(Schoenoplectus tatora) como la especie mas resaltante, seguida de los llachales que son
asociaciones de plantas acuéticas de los géneros Elodea, Myriophyllum y Potamogeton, éstas
macrofitas proporcionan alimento y refugio a una gran cantidad de especies de aves, peces y
anfibios. Ademas, una especie que también podemos encontrar y en mayor cantidad son los
carofitos, no representan importancia socioeconémica, pero influyen en la dindmica y

comportamiento de la diversidad bioldgica acuatica.

Los carofitos pertenecen al grupo de algas verdes y estas especies representan la tercera parte
de la diversidad de las macrofitas que habitan las aguas del lago Titicaca, dentro de las
diferentes especies de cardfitos podemos encontrar a Chara globularis Thuill, la cual posee
un efecto alelopatico que puede influir sobre otras plantas o microorganismos de forma

benéfica o dafiina.

Actualmente se buscan productos naturales a partir de las plantas y algas, pues estas especies
poseen una amplia gama de propiedades, las cuales son beneficiosas para la salud del hombre,
por lo cual el proposito de esta investigacion fue identificar los metabolitos secundarios y
comprobar la actividad antibacteriana de un extracto etanolico purificado obtenido de la
macroalga Chara globularis, a través de un analisis de marcha fitoquimica preliminar para
conocer los grupos de metabolitos presentes en esta especie, para identificar los compuestos
contenidos en el extracto de C. globularis se utilizaron técnicas de HPLC/MS y GC/MS,

luego se evalud la actividad antibacteriana y la concentracién minima inhibitoria del extracto.

repositorio.unap.edu.pe
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Este trabajo consta de cuatro capitulos: Capitulo I: Revision bibliografica: Marco teorico y
antecedentes de la investigacion. Capitulo 11: Planteamiento del problema: Identificacion del
problema, enunciados del problema, justificacion, objetivos e hipdtesis de la investigacion.
Capitulo I1I: Materiales y Métodos: Lugar de estudio, poblacién y muestra, descripcion
detallada de métodos por objetivos. Capitulo 1V: Resultados y Discusion: Donde se da a
conocer los resultados obtenidos para cada objetivo. Por ultimo, consideran las conclusiones,

recomendaciones, referencias bibliograficas y los anexos correspondientes.
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CAPITULO |

REVISION DE LITERATURA
1.1 Marco tedrico

1.1.1. Lasalgas

Las algas son un grupo con una amplia diversidad de especies, son organismos
autotrofos capaces de realizar fotosintesis, por lo que son considerados como los
productores primarios que se encargan de proporcionar oxigeno y compuestos
organicos como subproductos de la fotosintesis en ecosistemas acuéaticos (Bankova et
al., 2001; Inthasotti y Thiamdao, 2020; Messyasz et al., 2018). Poseen una distribucion
muy extensa debido a que habitan aguas marinas, aguas dulces, ambientes con
humedad, zonas con nieve, desiertos e incluso aguas termales (Nufio-Romo et al., 2017;
Leandro et al., 2020; Unpaprom et al., 2020).

1.1.2. Clasificacion de las algas

Las algas se clasifican en dos grupos, las microalgas y las macroalgas, el primer grupo
estdn conformadas por Bacillariophyta (diatomeas), Dinophyta (dinoflagelados),
Prasinophyta, Prymnesiophyta, Cryptophyta, Chrysophyta y Rhaphidiophyta
(flagelados amarillo-marrones y verdes) y las Cyanophyta (microalgas verde-azules)
(Jimenez-Lopez et al., 2021). Por otra parte, se encuentran las macroalgas que se
distribuyen en ambientes marinos, de agua dulce y salobres (Allen et al., 2018). Existen
mas de 15.000 especies de macroalgas distribuidas en distintos grupos de acuerdo a su
color; Phaeophyta (algas pardas), Rhodophyta (algas rojas) y Chlorophyta y
Streptophyta (algas verdes), (Leliaert et al., 2012; Vuong et al., 2018; Leandro et al.,
2020).
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1.1.2.1.1. Algas pardas

Las algas pardas o marrones habitan aguas marinas y estan agrupadas en la
division Phaeophyta, su color caracteristico se debe a la presencia de
fucoxantinas. Estas algas varian de tamafio pequefio a mediano, ademas
presentan formas filamentosas, tubulares, en forma de cojin, de saco, hasta
grandes estructuras complejas (Abbott y Hollenberg, 2022). En la actualidad, esta
division cuenta con aproximadamente unas 2000 especies, las cuales han sido
identificadas y crecen en zonas de aguas templadas a frias (S. Wang et al., 2020).

1.1.2.1.2. Algas rojas

La algas rojas pertenecen a la division Rhodophyta, siendo el grupo de
macroalgas mas rico, pues comprende aproximadamente con unas 6000 especies
que habitan zonas intertropicales (S. Wang et al., 2020). Son algas marinas
multicelulares, filamentosas, ramificadas y no ramificadas, cilindricas y
comprimidas, estas algas deben su color rojo a pigmentos como la ficobilina y
ficoeritrina, en algunos casos también se encuentra la ficocianina el cual les da a

las algas un color gris acero (Abbott y Hollenberg, 2022b).
1.1.2.1.3. Algas verdes

Las algas verdes se encuentran agrupadas en dos divisiones: Chlorophyta y
Streptophyta, las cuales abarcan una gran diversidad de algas verdes y plantas
embriofitas (Becker, 2013). La division Chlorophyta consta de 12 clases de algas
verdes que habitan aguas marinas, mientras que la division Streptophyta se
desarrolla mayormente en aguas dulces y abarca cinco clases, dentro de esta
division encontramos a la clase Charophyceae, que son consideradas

morfoldgicamente mas complejas (Becker, 2013; Duncan y Rouse-Miller, 2017).
a. Clase Charophyceae

Las especies que conforman esta clase son algas verdes, consideradas como
ancestros de las plantas terrestres (Sheath y Wehr, 2015; Duncan y Rouse-
Miller, 2017; Begum et al., 2017; Saber et al., 2021), estan ampliamente

4
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distribuidas en todos los continentes a excepcion de la Antartida (Karol et al.,
2018). Conocidas como “stoneworts” en virtud a las incrustaciones de CaCO3
que poseen (Duncan y Rouse-Miller, 2017). Estas especies macroscépicas
poseen estructuras parecidas al de una planta superior, viven sumergidas en
aguas dulces, duras y pobres en oxigeno (Manikanta y Malammanavar, 2018;
Sviben et al., 2018). Cuentan con una capa protectora que recubre los 6rganos
reproductivos y tienen un talo diferenciado, la mayoria de estas especies
crecen hasta los 30 cm de altura, sin embargo algunas llegan a medir 1m
(Duncan y Rouse-Miller, 1990; Schneider et al., 2015). Las Charophytas
forman densos prados que actuan como sumideros de nutrientes, los cuales
permanecen almacenados en la biomasa vegetal por un mayor tiempo en
comparacién que sus contrapartes vasculares, y se descomponen muy
lentamente (Kufel y Kufel, 2002).

I. Chara o purima

En el lago Titicaca habitan diferentes especies de chara, las cuales son
conocidas por los pobladores con el nombre comin de “chara o
purima”. Estas especies pertenecen a la familia Characeae, donde se
encuentran desde especies unicelulares hasta multicelulares, ademas
poseen estructuras semejantes a las plantas terrestres como tallo y
hojas (Leliaert et al., 2012). Chara globularis (Figura 1) crece como
una macrodfita sumergida, su importancia se debe a que provee
alimento y refugio a macroinvertebrados, peces y aves (Gao y Yan,
2012). Asimismo, poseen talos fragiles con una medida de 0.3 a 0.8
mm de diametro y pueden ser hallados hasta por debajo de los 10 m de
profundidad (Sviben et al., 2018).

ii. Clasificacion taxondmica

Reino : Plantae
Filo : Charophyta
Clase : Charophyceae
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Orden : Charales

Familia : Characeae

Género : Chara Linnaeus, 1753
Especie : Chara globularis Thuill.

Figura 1. Chara globularis Thuill

1.1.3. Compuestos bioactivos de algas

Las algas han sido utilizadas desde hace mucho tiempo en la medicina tradicional
(Phukan et al., 2020), debido a los beneficios que aportan a la salud y en la prevencion
contra enfermedades (Patra et al, 2019). En estas especies podemos encontrar una gran
fuente de compuestos bioactivos de origen secundario denominados metabolitos
secundarios (Singh y Thakur, 2016). Muchos estudios han confirmado la presencia de
actividades bioldgicas por parte de las algas, entre las que se mencionan; actividades

antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas, (Vahdati et al., 2022), antiflngicas,
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antibacterianas, antimicrobianas, entre otras (Hassanzadazar et al., 2019). Sin embargo,
estos compuestos bioactivos cumplen diferentes funciones que no son vitales para la
planta o alga, y se presentan en diferentes proporciones entre especies (Sosa-Hernandez
et al., 2018).

1.1.3.1.Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios sintetizados por las plantas y algas se encuentran
distribuidos en células, tejidos y drganos, que varian su contenido durante las
diferentes etapas de crecimiento y desarrollo, sin embargo no cumplen funciones
esenciales en ellas (Li et al., 2020). Estos fitoquimicos tienen como funcién
principal la defensa de las plantas contra microorganismos, herbivoros y la

competencia contra otras especies vegetales (Kong et al., 2018; Kong et al., 2019).

La composicion quimica de las algas depende mucho de los factores bidticos y
abioticos de su entorno (Figura 2; Polyak y Sukcharevich, 2019). La variabilidad
de la produccidn de estos metabolitos, principalmente se le atribuye al estrés biético,
donde la combinacién de muchos factores juegan un papel muy importante, como

la luz, agua, temperatura, el suelo, entre otros (Kong et al., 2018; Li et al., 2020).

A estas sustancias se les atribuye una gran cantidad de actividades bioldgicas
(Korzeniowska et al., 2018; Saadaoui et al., 2020; Slusarczyk et al., 2021), siendo
los metabolitos secundarios mas importantes en la industria farmacoldgica; los

fenoles, terpenos y alcaloides (Li et al., 2020).
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Figura 2. Factores de estrés que inducen la produccion de metabolitos secundarios

Fuente: (Correa y Ramos, 2017).

a. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos (Figura 3) son el grupo mas numeroso y diverso de

metabolitos secundarios, que se encuentran ampliamente distribuidos (Santos

et al., 2019). Estos compuestos se localizan en diferentes partes de las

estructuras vegetales, las cuales tienen la funcion de proteger a las algas y

plantas terrestres contra la radiacion ultravioleta y agentes patogenos (Liu et

al., 2020). Ademas poseen vastas actividades bioldgicas (Rodriguez-Maturino

etal., 2015; Wong et al., 2018; Santos et al., 2019). Los compuestos fendlicos

encontrados en macroalgas han demostrado tener efecto antibacteriano frente

a bacterias patogenas (Scania y Chasani, 2021).
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OH

Figura 3. Estructura quimica del fenol

b. Terpenos

Las plantas y algas son capaces de producir compuestos volatiles, constituidos
por una mezcla de terpenos que provienen de acidos grasos y compuestos
aromaticos (Cantua et al., 2019; Santos et al., 2019). Los terpenos cumplen
funciones de sefializacion, pigmentacion y también actian como aromatizante
(Shoker, 2020). Ademas, pueden atraer a polinizadores o dispersores de
semillas, repelen insectos, evitan la colonizacion de bacterias y la funcion
principal es la de ser mensajeros intra e interespecificos (Cantua et al., 2019).
Este grupo de metabolitos se encuentra distribuido en diferentes clases,
dependiendo del numero de isoprenos, se clasifican en monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y tetraterpenos (Figura 4; Radwan et
al., 2021), los cuales son muy utilizados en la elaboracién de medicamentos,

pues poseen beneficios terapéuticos muy extensos (Shoker, 2020).
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Figura 4. Estructura quimica de los terpenos, a) monoterpenos, b) sesquiterpenos, c)

diterpenos, d) triterpenos y e) tetraterpenos.

c. Alcaloides

En la naturaleza los alcaloides (Figura 5) son tdxicos, sin embargo, estos
compuestos nitrogenados tienen propiedades médicas con efectos benéficos

sobre la salud, entre estos compuestos se encuentran; la cocaina, morfina,
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cafeina, y muchos mas, por esto son de importancia en el area farmacoldgica
(Shoker, 2020). También se ha reportado que los alcaloides poseen actividad
antimicrobiana, citotoxica (Rinaldi et al., 2017), neuroprotectora,

anticancerigena y anti-biopelicula (Igbal et al., 2018).

o CH;
H:C N I\.I
Al
07 ~N- TN
|
CH;

Figura 5. Estructura quimica de un alcaloide

1.1.4. Extraccion de principios activos

La extraccion es usualmente el proceso mas empleado para obtener y aprovechar los
compuestos bioactivos de una planta (Marcante et al., 2020), pues de este proceso
depende el contenido y la actividad bioldgica de los compuestos quimicos conseguidos
(Wong et al., 2018).

El material vegetal primeramente debe ser lavado, para ser sometido a un proceso de
secado o liofilizacion (Espinosa-Leal y Garcia-Lara, 2019), la temperatura de secado
debe mantenerse por debajo de los 30°C, evitar el contacto con la luz y el exceso de
humedad, pues estos factores podrian degradar los compuestos quimicos de interes
(Sarker y Nahar, 2012). Terminado este proceso, se pulveriza la muestra para

homogenizarla y garantizar un mayor contacto del material vegetal con el solvente.

Existe una diversidad de métodos de extraccion que pueden ser empleados en la
obtencion de los principios activos de plantas y algas, como la extraccion con solventes,

calentamiento a reflujo, extraccion Soxhlet, maceracion y percolacion (Espinosa-Leal
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y Garcia-Lara, 2019). Los métodos méas convencionales, sencillos y econémicos son;
la maceracion y la percolacion (Sarker y Nahar, 2012), ambos métodos utilizan
solventes orgénicos como hexano, diclorometano, etanol, entre otros (Tabla 1), los
cuales actuaran sobre la estructura de las células vegetales (Wong et al., 2018; Zhang
et al., 2018).

Sin embargo, también existen métodos de extraccion moderna no convencionales como
la extraccion asistida por microondas, extraccion supercritica, extraccion de fluidos
(Dirar et al., 2019; Marcante et al., 2020), técnicas en fase sélida, de liquido

presurizado y mediadas por surfactantes (Espinosa-Leal y Garcia-Lara, 2019).

Tabla 1

Disolventes més utilizados para la extraccion de metabolitos secundarios
Disolventes
Agua Etanol Metanol Cloroformo  Eter Acetona  Hexano
Antocianinas Taninos Antocianinas  Terpenoides Alcaloides Flavonoles Alcanos
Almidones  Polifenoles Terpenoides Flavonoides Terpenoides Acidos grasos
Taninos Poliacetilenos Saponinas Cumarinas Ceras

Compuestos ) o o ]
Saponinas Flavonoles Quasinoides Acidos grasos Esteroides

a extraer ) ) )
Terpenoides Terpenoides  Flavonas Terpenoides
Polipéptidos  Esteroides Polifenoles Cumarinas
Lectinas Alcaloides Taninos Alcaloides

Fuente: Murphy (1999).

1.1.4.1.Maceracion

La maceracion es una técnica de extraccion sélido-liquido, con la cual se obtienen
extractos de compuestos vegetales no volatiles a partir de materia prima vegetal
(Safdar et al., 2017), el mayor porcentaje de estudios sobre actividades bioldgicas
se ha obtenido con disolventes organicos (Wong et al., 2018), como en la obtencion
de compuestos fendlicos donde se emplean disolventes como el metanol, etanol,
acetona y agua (Vieitez et al., 2017). La maceracion es un método muy utilizado en
la obtencion de compuestos de macroalgas, puesto que se obtienen mayores
rendimientos y se pueden adaptar para la extraccion de una variedad de moléculas
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de acuerdo a la combinacion de disolventes, temperatura y agitacion (Garcia-
Vaquero et al., 2020).

1.1.4.2.Percolacion

La percolacion es un método eficiente en la extraccién de compuestos a partir de
material vegetal, el cual es empapado con un disolvente en un percolador, luego se
agrega el disolvente hasta que cubra toda la muestra y se deja en remojo por algunas
horas, una vez transcurrido el tiempo se colecta lentamente el disolvente, para
asegurar una mayor concentracion, seguidamente se repite el proceso (Sarker y
Nahar, 2012).

1.1.5. Analisis fitoquimico

La fitoquimica es el estudio de los metabolitos secundarios que poseen las especies
vegetales, lo que incluye la identificacion y aislamiento de los compuestos quimicos,
para comprobar su potencial bioactivo in vitro e in vivo (Saxena et al., 2013). El analisis
fitoquimico es el punto de partida para obtener de forma preliminar la composicion del
grupo de metabolitos secundarios presentes en una especie vegetal, a través de

diferentes reacciones quimicas (Pujol et al., 2020).
1.1.6. Tecnicas para la identificacion de metabolitos

Para determinar los compuestos presentes en las plantas y algas se utilizaran diferentes
técnicas cromatograficas como; la cromatografia de gases, cromatografia en capa
delgada, cromatografia de liquidos de alta resolucion, espectrometria de masas,

espectrometria infrarroja, etc (Zhao-Hui et al., 2010).
1.1.6.1.HPLC/MS

La cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a la espectrometria de masas
es una técnica quimica analitica combinada, donde se realiza una separacion de los
componentes de la muestra por HPLC en funcion a su relacion de masa/carga (m/z),
de acuerdo a su distribucion en la fase estacionaria y movil, y el espectrometro de

masas determina la masa molecular de un compuesto (Rigo et al., 2018).

13
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1.1.6.2.GC/MS

La cromatografia de gases/espectrometria de masas es una esta técnica que separa
mezclas quimicas e identifica molecularmente los componentes. A través de la
cromatografia de gases se separan individualmente las sustancias de una muestra
cuando se calientan a una temperatura elevada, por lo que se requiere que el analito
sea volatil y térmicamente estable, luego estas sustancias fluyen hacia el
espectrometro de masas donde se identifica a un compuesto por su masa molecular
(Pico et al., 2019).

1.1.7. Actividad antibacteriana

Para poder determinar la sensibilidad de bacterias frente a extractos de productos
naturales existen bioensayos in vitro que deben de realizarse para comprobar la
actividad biologica de los compuestos (Sanchez-Garcia et al., 2016). Los principales
métodos de evaluacion son el método de difusion en disco y el de difusion en pozos de
agar, es necesario utilizar mayores concentraciones de los extractos para poder inhibir
el crecimiento de bacterias y asi estandarizar la concentraciéon adecuada, asimismo la
concentracion de bacterias a utilizarse debe estar ajustada en 5 x 10° UFC/ml, que
equivale a un patron de 0.5 en la escala de MacFarland (Ramirez y Marin, 2009). Los
medios de cultivo utilizados para la técnica de difusion en pozo varian de acuerdo a los
microorganismos utilizados, siendo los mas empleados el agar McConkey y agar
Saboreaud-Dextrosa, para el método de difusion en disco generalmente se utiliza el

agar Muller Hinton (Sanchez-Garcia et al., 2016).
1.1.7.1.Bacterias Gram positivas

Se denominan bacterias Gram positivas a aquellos microrganismos que al realizar
la tincion de Gram se tifien de color azul-violeta, debido a la estructura de la pared
celular (Rodriguez y Arenas, 2018). Este tipo de bacterias cuentan con una
membrana celular con &cidos lipoteicoicos, ademas poseen una pared celular muy
gruesa la que estad compuesta con peptidoglicano y tienen acidos teicoicos acoplados
que conforman aproximadamente el 50 % de la masa de la pared celular bacteriana
(Figura 6; Caudill et al., 2020).

14
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Figura 6. Estructura de la pared celular de las bacterias Gram positivas
Fuente: (Prescott et al., 2002)

1.1.7.2.Bacterias Gram negativas

Se denominan bacterias Gram negativas a aquellas bacterias que no retienen el
colorante cristal violeta aplicado durante la tincion de Gram, en cambio se tifien de
color rosa con la safranina (Mollinedo y Gonzales, 2014). Las bacterias Gram
negativas se caracterizan por tener una capa delgada de peptidoglicano y una bicapa
de lipoproteinas (Figura 7; Rodriguez y Arenas, 2018). La membrana plasmética
tiene en su estructura fosfolipidos, proteinas y enzimas, la pared celular tiene un
espesor de 10 nm y es mas compleja que las Gram positivas, asimismo se atribuye
a estas bacterias una mayor patogenicidad debido a los lipopolisacaridos que se
ubican en la parte externa de la membrana celular (Mollinedo y Gonzales, 2014).
Del mismo modo la parte lipidica es poco permeable, lo que le proporciona una

mayor resistencia a agentes antimicrobianos (Kosani¢ et al., 2015).
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Figura 7. Estructura de la pared celular de las bacterias Gram negativas
Fuente: (Prescott et al., 2002)

1.1.8. Método de difusién en disco

El método de difusion en disco de Kirby Bauer (Figura 8), consiste en inocular
bacterias sobre placas Petri que contengan agar Muller-Hinton, a continuacion, se
colocaran los discos que estaran previamente impregnados con los extractos vegetales
a evaluar, conjuntamente con los controles positivos y negativos, las placas Petri se
incubaran a 37°C por 24 h, luego de transcurrido ese tiempo se procedera a medir las
zonas de inhibicion, cada ensayo debera de realizarse por triplicado (Ishola et al., 2018;
Lalthanpuii y Zarzokimi, 2019; Walean et al., 2020).
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Figura 8. Esquema del método de difusion en disco (Kirby Bauer)
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1.2 Antecedentes

Se comprob0 por primera vez la actividad antibacteriana de extractos de cloroformo y acidos
grasos en benceno de clorelina de la especie Chlorella vulgaris, capaces de inhibir el
crecimiento de bacterias gram positivas y gram negativas, posteriormente se realizaron
investigaciones en algas del género Scenedesmus y otras algas mas, encontrandose varios
grupos funcionales quimicos capaces de inhibir el crecimiento bacteriano, sin embargo el

potencial bioactivo de otras algas sigue siendo incierto (Shannon y Abu-Ghannam, 2016).

El Wahidi et al. (2015), estudio la actividad antimicrobiana de extractos de diclorometano y
etanol de diez macroalgas marinas contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Candida albicans y Cryptococcus neoformans,
empleando el método de difusion en disco de agar, seis de los extractos de las macroalgas
presentaron actividad para al menos una de las bacterias evaluadas y cinco de los extractos
resultaron ser activos contra dos levaduras, para ambos casos la zona de inhibicion fue mayor

a 15 mm, las diferentes especies mostraron tener potencial antibacteriano.

También se demostré el potencial antioxidante, antimicrobiano y citotoxico en extractos de
acetona obtenidos de Ulva Lactuca y Enteromorpha intestinalis, comprobandose la actividad
antimicrobiana contra Bacillus mycoides y Bacillus subtilis con una concentracion minima
inhibitoria entre 0.156 y 5 mg/ml, sin embargo, a comparacion de los antibidticos utilizados
la actividad fue relativamente baja. Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus y Penicilium
purpurenses no presentaron actividad antimicrobiana, asimismo se encontré la presencia de

compuestos fendlicos y flavonoides (Kosani¢ et al., 2015).

Un grupo bastante estudiado es Cladophora, el cual cuenta con méas de 183 especies, estas
poseen una gran variedad de metabolitos secundarios que se encargan de proteger a esta alga
de la variacion de temperatura, la radiacion ultravioleta y los nutrientes, asimismo, presenta
propiedades biologicas como actividades antimicrobianas, antioxidantes, anticancerigenas,
antiparasitarias, citotoxicas entre otras (Munir et al., 2019). En un estudio se evalué el
potencial antimicrobiano de Cladophora glomerata mediante la obtencion de extractos
metanolicos (200 pg/ml) contra bacterias y hongos, comprobandose un amplio espectro

antimicrobiano y antifingico, presentando mayor sensibilidad frente a Staphylococcus
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aureus (Unpaprom et al., 2020). Por otra parte se obtuvieron extractos en acetona, extractos
acuosos frios y calientes de Cladophora glomerata, en concentraciones de 12.5, 25, 50 y 100
mg/ml, contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus substilis,
Escherichia coli, Klebseilla sp. y Pseudomonas aeruginosa, siendo el extracto de acetona
caliente el que mostré mejor eficiencia con zonas de inhibicion desde 7.5 hasta 18 mm, los
compuestos quimicos encontrados fueron alcaloides, fenoles, taninos, flavonas, resinas y
taninos, ademas se utiliz6 GC-MS para identificar los compuestos responsables de la
actividad antimicrobiana, estos fueron metadona, benzonitrilo, bromobutiloxicalcona,

bencenetanamina y ciclodecasiloxano (Rusl y Dwaish, 2018).

Se investigd la bioactividad de los constituyentes de acidos grasos de Chaetomorpha
vieillardii y Cladophora glomerata como agentes antimicrobianos naturales, a partir de
extractos obtenidos con hexano en concentraciones de 0, 1, 10, 25, 75 y 100 mg ml™, contra
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa. La concentracion
minima inhibitoria de los extractos de C. vieillardii y C. glomerata contra K. pneumoniae y
P. aeruginosa respectivamente fue de 1-10 mg mlt. Ambas algas mostraron la presencia de
alcaloides, terpenoides, esteroides flavonoides y cumarinas, asimismo el extracto de C.

vieillardii presentd mejor actividad (EI-Adl et al., 2022).

Se comprobo la presencia de compuestos fendlicos en extractos de Ulva lactuca, Sargassum
polycystum y Palmaria palmata, ademas se determind el efecto antibacteriano de cada
extracto contra Escherichia coli y Salmonella typhi, presentando una mejor inhibicién el
extracto de Sargassum polycystum frente a E. coli y S. typhi con un didmetro de la zona de
inhibicion de 11 y 11.5 mm correspondientemente. Los compuestos fenolicos que poseen
algunas especies de macroalgas pueden tener un efecto antibacteriano, esto dependera de la
temperatura a la que se obtenga el extracto y del tipo de bacterias que se utilice (Scania y
Chasani, 2021).

Azizi et al. (2020), evaluaron la actividad antibacteriana de compuestos esteroideos aislados
de Ulva fasciata, a través de dilucién en caldo sobre bacterias gram negativas: Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi y bacterias gram positivas: Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis y Bacillus cereus, los compuestos aislados no presentaron actividad
antibacteriana sobre las bacterias gram negativas, en cambio para las bacterias gram positivas
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presentaron una fuerte actividad con concentraciones minimas inhibitorias desde 200 hasta
1000 pg mi,

Dwaish (2018), confirmo la actividad antibacteriana de los extractos metandlicos en frio y
caliente de la especie Enteromorpha ralsii de las cuales aplicé concentraciones de 12,5, 25,
50 y 100 mg/ml, contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus
substilis, Escherichia coli, Klebseilla sp. y Pseudomonas aeruginosa, siendo mas eficaz el
extracto metandlico en caliente con una zona de inhibicion entre 9 y 23 mm, asimismo,
mediante los andlisis quimicos se detectd la presencia de taninos, terpenoides, flavonoides y

saponinas, siendo caracterizados por GC-MS.

Alaguprathana y Poonkothai (2017), analizaron extractos del alga verde Pithophora varia,
obtenidos con acetona, benceno, cloroformo, y etanol por separado, para verificar la actividad
antibacteriana contra bacterias gram positivas; Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis, y
gram negativas; Klebsilla pneumoniae, Proteus vulgarius, Pseudomonas aeroginosa,
Salmonella typhi y Escherichia coli, mediante el método de difusion en pozos de agar, siendo
el extracto etandlico el que presentd una actividad significativa con una zona de inhibicién
de 18 a 20 mm, los fitoquimicos que se hallaron en su composicion fueron alcaloides, fenoles,

aminoacidos, saponinas, taninos, esteroides, flavonoides y quinonas.

Latifah et al. (2020), determinaron el potencial antimicrobiano de extractos de n-hexano,
acetato de etilo y metanol de Halimeda macroloba las cuales contenian esteroides,
terpenoides y alcaloides, los extractos obtenidos con acetato de etilo exhibieron una mejor
actividad antimicrobiana en una concentracion de 4 pg, frente a Aeromonas hydrophilla

presento una zona de inhibicién de 8.27 mm y para Vibrio harveyi fue de 8.23 mm.

Pereira et al. (2021), indican que en Espafia existen algas invasoras de las cuales Caulerpa
taxifolia , Codium fragile y Caulerpa racemosa son algas verdes, por lo que la valorizacion
como fuente de compuestos bioactivos podria ser una estrategia para reducir su poblacion y
al mismo tiempo obtener beneficios, pero antes es necesario evaluar su composicion quimica
y nutricional, los extractos de Codium fragile presentaron compuestos fendlicos y taninos,

los cuales mostraron actividades antioxidantes, anticancerigenas y anticoagulantes.
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Begum et al. (2017), reportaron la actividad antifingica, antibacteriana e insecticida de
Chara schweinitzii mediante la obtencion de extractos de n-hexano, cloroformo, acetato de
etilo, metanol y etanol, presentando mayor inhibicion del crecimiento bacteriano los
extractos de metanol. Ademas se ha comprobado el potencial in vitro de una especie de Chara
recolectada en la India, para la cual se aplicd el método de maceracion con metanol durante
dos semanas, comprobandose su actividad antimicrobiana contra bacterias gram negativas y
reportando la presencia de metabolitos primarios y secundarios, como taninos, flavonoides,

saponinas, esteroides, alcaloides y acidos grasos (Manikanta y Malammanavar, 2018).

Snehalatha y Digamber (2017), examinaron la actividad antimicrobiana de Chara vulgaris
mediante extractos con acetona, cloroformo, metanol, éter de petréleo y agua, los diferentes
extractos presentaron un efecto antimicrobiano contra los diferentes patégenos utilizados, lo
que demuestra que ésta especie es una fuente potencial de compuestos bioactivos. Asimismo,
Cai et al. (2013), confirmo la actividad antimicrobiana de extractos de Nitellopsis obtusa y
Chara vulgaris frente a bacterias gram negativas y positivas, presentando el extracto de

etanol los valores més altos de inhibicion contra bacterias gram negativas y levaduras.

El andlisis quimico de Chara vulgaris, revelo la presencia de alcaloides, fenoles, terpenos,
esteroides, flavonas, resinas, saponinas y taninos, ademas se realizo un analisis de masas GC,
donde se observo la presencia de muchos compuestos con actividad antimicrobiana (Dwaish
et al., 2018).

Otro estudio realizado en extractos metandlicos de Chara vulgaris, Cladophora glomerata y
Spirogyra crassa para comprobar la actividad antibacteriana, insecticida, citotoxica y
fitotoxica, reportaron que los extractos obtenidos de S. crassa tuvieron mayor bioactividad,
ademas en los resultados de GC-MS se evidencid la existencia de acidos grasos, como
alcanos y alquenos (Shah et al., 2022). En Chara globularis se analizaron esteroles,
compuestos volatiles y acidos grasos, donde se lleg6 a identificar cinco esteroles y 12 &cidos
grasos, comprobandose también la actividad antibacteriana de extractos obtenidos con

diferentes solventes después de 72 horas de incubacion (Bankova et al., 2001).
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CAPITULO I

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 ldentificacion del problema

El lago Titicaca alberga una gran biodiversidad de especies de flora y fauna, dentro de las
especies de flora destacan principalmente las macrdfitas, donde se encuentran las caroficeas,
que son un grupo de macrofitas que llegan a ocupar aproximadamente la tercera parte de la
superficie vegetal. Chara globularis pertenece a este grupo, por lo que podria considerarse
como una especie dominante. Conforman nichos ecoldgicos para muchas especies en el lago,
ademas son fijadoras de calcio, almacenan carbono y nutrientes en su biomasa, han sido
utilizadas en procesos de fitorremediacion y son buenas indicadoras de la calidad del agua.
Pese a la gran cantidad de biomasa producida por los caréfitos y su importancia ecoldgica,
no se les conoce un uso comercial y los estudios de su fitoquimica son limitadas. Sin
embargo, se sabe que las algas son productoras de una variedad de metabolitos secundarios
que pueden ser utilizados en beneficio del hombre y ain no se han realizado estudios de esas

propiedades en esta especie que habita las aguas del lago Titicaca.
2.2 Enunciados del problema
2.2.1 Enunciado general

¢Cual sera la composicion fitoquimica de Chara globularis y el efecto del extracto etandélico

frente a cepas bacterianas?
2.2.2 Enunciados especificos

« ¢Qué metabolitos secundarios presentara la macroalga Chara globularis?
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« ¢Cual seré el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Chara globularis frente

a cepas bacterianas?

« ¢Cudl seréd la concentracion minima inhibitoria del extracto etanolico de C. globularis

capaz de inhibir el crecimiento bacteriano?
2.3 Justificacion

Desde la antigliedad el hombre ha utilizado las propiedades de las plantas en su beneficio,
por lo cual en las ultimas décadas las algas han sido un recurso de interés en investigaciones
cientificas debido a la amplia gama de compuestos bioactivos que ellas poseen, mediante
procesos que permiten la extraccién e identificacion de sus principios activos. Los cuerpos
de agua son una fuente de recursos por descubrir y es aqui donde las diferentes especies
sintetizan muchos metabolitos secundarios con diferentes propiedades bioldgicas que pueden

ser utilizadas en beneficio de la salud.

Debido a la importancia de los metabolitos secundarios producidos por las algas que poseen
diferentes efectos en los organismos vivos, como actividades antimicrobianas,
antibacterianas, antivirales, citotdxicas, insecticidas, entre muchas otras y a la aln escasa
investigacion de estas propiedades de macroalgas en Peru, esta investigacion sera de gran
aporte a la investigacion cientifica, con la cual se generara una linea base sobre los
metabolitos secundarios presentes en la especie Chara globularis, esto a su vez permitira
continuar o desarrollar nuevas investigaciones sobre el potencial de los metabolitos
secundarios y sus bioactividades, pues la diversidad de sustancias activas contenidas en una
sola especie es muy amplia, ademas la composicion y contenido de metabolitos secundarios
varia de acuerdo a las condiciones geograficas, de clima, suelo y estado vegetativo.
Asimismo, C. globularis es una macrofita que tiene la capacidad de producir una gran
cantidad de biomasa por lo que se la puede ver conformando densos prados en diferentes
zonas del lago Titicaca, debido a estas caracteristicas este recurso podria ser una alternativa
sostenible, en el reemplazo del uso de productos quimicos para combatir microorganismos

patdgenos.
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2.4 Objetivos
2.4.1 Objetivo general

Determinar la composicion fitoquimica de Chara globularis y la actividad

antibacteriana del extracto etandlico frente a cepas bacterianas.
2.4.2 Objetivos especificos
« ldentificar los metabolitos secundarios presentes en la macroalga Chara globularis.

« Evaluar la actividad antibacteriana del extracto etanolico de Chara globularis frente

a cepas bacterianas.

« Establecer la concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de Chara

globularis capaz de inhibir el crecimiento bacteriano.
2.5 Hipotesis
2.5.1 Hipotesis general

Chara globularis posee metabolitos secundarios que tienen actividad antibacteriana

frente a bacterias gram positivas.
2.5.2 Hipotesis especificas
« Los metabolitos secundarios presentes en Chara globularis seran fenoles y terpenos.

« El extracto etandlico de Chara globularis presenta inhibicion frente a bacterias gram

positivas.

« Laconcentracion minima inhibitoria sera de 0.4 mg/pl.
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CAPITULO 11l

MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de estudio

La macroalga Chara globularis fue recolectada en la Peninsula de Chucuito (S 15°52°56.15”,
W 69°53°22.732” (Figura 9), la cual se encuentra unida al territorio peruano por un istmo de
1.5 km de ancho y estd localizada a orillas del lago Titicaca. El distrito de Chucuito
conjuntamente con Plateria, abarcan la peninsula, estas se ubican al sur de la provincia en el
departamento de Puno a una altitud de 3882 msnm. Chucuito presenta un clima templado y
semiseco, las precipitaciones se dan durante los meses de diciembre a marzo, las temperaturas

maés bajas se producen en el mes de julio y el mes mas calido es noviembre.

Asimismo, los analisis de compuestos volatiles, &cidos grasos y la obtencion del extracto
etanolico se llevo a cabo en el laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de la
Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco, los compuestos del extracto etanolico
fueron analizados en el Instituto de Quimica de la Universidad de Sao Paulo en Brasil y las
pruebas de actividad antibacteriana se realizaron en el Laboratorio de la Clinica Americana

de la ciudad de Juliaca.
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' 85°52'56.2°S 69°5322.7°W

g Chitcuito

Figura 9. Ubicacion del punto de muestreo de Chara globularis en el lago Titicaca.

3.2 Poblacion

Poblacion vegetal: esta constituida por la macroalga Chara globularis recolectada del lago

Titicaca.

Poblacion bacteriana: esta constituida por las siguientes cepas bacterianas: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 y Bacillus
spizizenii ATCC 6633.

3.3 Muestra

La muestra en estudio estuvo conformada por 10 kilos de la macroalga Chara globularis,
ademés de cuatro cepas bacterianas; una bacteria gram negativa Escherichia coli y tres
bacterias gram positivas Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228y Bacillus subtilis subsp spizizenii ATCC 6633, asimismo se utilizo diferentes
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concentraciones: 0.12 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.50 mg/mL, 1 mg/mL y 2 mg/mL del extracto
etanolico de Chara globularis Thuill.

3.4 Método de investigacion

La investigacion es de tipo experimental in vitro y descriptiva, la identificacion de
metabolitos secundarios se realiz6 mediante el uso de diversos métodos cromatogréaficos y
quimicos, donde se obtuvo los diferentes compuestos presentes en la macroalga. La parte
experimental microbioldgica tuvo un disefio completamente al azar (DCA), para determinar
la actividad antibacteriana del extracto etanolico, se prepard un extracto obtenido por
maceracion en etanol lo que permitié la extraccion de metabolitos secundarios, para
comprobar la actividad antibacteriana frente a E. coli, S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis
ATCC 12228y B. spizizenii ATCC 6633. Se observo la capacidad de inhibicion del extracto,
midiendo los halos de inhibicion de cada tratamiento del extracto aplicado a las diferentes
bacterias in vitro. Para establecer la concentracion minima inhibitoria del extracto por el
método de difusién en disco, se trabajo con 4 unidades experimentales, conformado por 3
repeticiones para cada dosis utilizada, cada unidad experimental estuvo conformada por
determinadas concentraciones del extracto etandlico de C. globularis (0.12 mg/mL, 0.25
mg/mL, 0.50 mg/mL, 1 mg/mL y 2 mg/m). Ademas, para cada unidad experimental se conto
con un control positivo que estuvo representado por el farmaco para garantizar la validez de

cada prueba y un control negativo que consta de discos embebidos con el disolvente.
3.5 Descripcion detallada de métodos por objetivos especificos
3.5.1. Recoleccidn y preparacion de la muestra

La macroalga Chara globularis fue recolectada a una profundidad de 3 m
aproximadamente, durante el mes de febrero del 2021 en la peninsula de Chucuito
ubicada a una latitud 15°52°56.15” S, longitud 69°53°22.732” W. El espécimen fue
identificado por el ficdlogo César Acleto Osorio del Museo de Historia Natural de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM). La macroalga fue lavada in situ,
luego se colocaron en bolsas de polietileno para ser transportadas al laboratorio, donde se
lavaron con agua corriente y agua destilada para quitar todo material no deseado como

arena, epifitas y fauna acompanante. La muestra vegetal fue deshidratada a temperatura
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ambiente y pulverizada hasta que se obtuvo un polvo fino, posteriormente se almacend
en un frasco cubierto por papel aluminio y se refrigeré a 4 °C hasta el momento de su

uso.
3.5.2. Marcha fitoquimica preliminar

Para la deteccion preliminar de los diferentes metabolitos secundarios presentes en la
especie C. globularis, se tomd 50 gr de la muestra molida de la macroalga (talo, ramas y
rizoides). Para los andlisis de la marcha fitoquimica se tom6 como referencia a Look de
Ugaz (1994). La muestra se sometié a una extraccion asistida por ultrasonido por
separado con agua destilada (H20), agua acidulada (H2.0™), etanol (ETOH) y cloroformo
(CHCI3), en una relacion de peso/volumen de 1:10. Posteriormente cada extracto fue
filtrado y se procedid con los ensayos fitoquimicos correspondientes. La identificacion
de los metabolitos secundarios se realizé mediante pruebas cualitativas de reaccion a la
gota (Tabla 2).

Tabla 2
Reaccion a la gota para determinar la presencia de metabolitos secundarios

Metabolitos Reactivos Procedimiento Reaccion positiva
Alcaloides Dragendorff Ex. H,O" + Dragendorff Precipitado naranja
Compuestos

. FeCls Ex. ETOH + FeCl310% Color verde o azul
fendlicos
Quinonas y

) Borntrager Ex. CHCIs + C;Hs NaOH 5% Coloracion roja
antraquinonas

) Agua .

Saponinas ] Ex. Acuoso Formacion de espuma
destilada
] ) Ex. Acuoso + 1 gota de o
Taninos Gelatina ] Precipitado blanco
gelatina
Triterpenos: coloracion

Triterpenos y Ex. CHCIz + anhidrido rojo naranja

) Buerchard . ) )
esteroides acético + H,SO4 cc Esteroides: coloracion

verde azulado
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3.5.3. Identificacion de metabolitos secundarios
3.5.3.1. Determinacion de compuestos volatiles
a. Aparatos y fibra SPME

Para el analisis se utilizé un cromatografo de gases Agilent 6890N equipado
con un detector de espectrometria de masas (MSD) modelo 5963B Agilent
Technologies. La columna capilar que se utilizé fue una Agilent HP-5MS 5%
Fenil Metil Siloxano 30m x 0.25id x 0.5um film. La fibra empleada para el
analisis fue de polidimetilsiloxano PDMS (fibra no polar para la extraccion de

analitos no polares) con un grosor de pelicula de 100 um (Pefia et al., 2008).
b. Microextraccion en fase solida

Se colocd 0.85 gr de la muestra fresca congelada en un vial de 20 ml
(Headspace Agilent), el mismo que fue sellado con una tapa de aluminio con
septa PTFE/silicone, 20 mm, Agilent a presién y se colocé en un horno
(Agilent Network Headspace Sampler G 1888) a 40 °C por 20 horas. La
extraccion se realizd6 introduciendo la fibra SPME 50/30um
Divinilbenceno/Carboxeno/Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDM) Supelco
57328-U en el espacio de cabeza durante 10 minutos a 40 °C para establecer
el equilibrio entre el espacio de cabeza y la muestra, luego la fibra se introdujo
en el puerto del inyector del GC y el tiempo de desercion fue de 5 minutos a
250 °C. (Pefia et al., 2008).

c. Condiciones del GC-MS

Para el inyector del cromatografo se consider6 una temperatura de 250 °C, y
se utilizd helio (pureza 99.9995%) a un flujo continuo de 1mL/min. La
temperatura del horno se establecié a 40 °C durante 5 min, posteriormente
incrementandose 1.5 °C/min hasta 80 °C, para finalizar con 5 °C/min hasta
200 °C. Se mantuvo la temperatura final por 0.5 min. La inyeccion se realizo
en modo splitless por 2 min a 250 °C de temperatura, utilizando una guia de
entrada SPME y septas. (Pefia et al., 2008).
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3.5.3.2. Determinacion de &cidos grasos

Se peso 1.0 g de muestra en un tubo de ensayo de 20 ml con tapa rosca, se adiciono
10 mL de hexano (J.T. Baker), se homogenizo en un vortex (VWR Vortex Mixer
945302) y se centrifugo a 4000rpm (Greetmed, GT119-100T, China) por 10 minutos,
a la fase organica se afiadid 100 pL de hidréxido de potasio (J.T. Baker) 2N en
metanol (J.T. Baker) (11,2 g en 100 mL) para obtener los ésteres metilicos de &cidos
grasos. Se cerro el tubo y se agitd en vértex durante 30 segundos, luego se centrifugo
por 10 minutos y se transfirid el sobrenadante transparente a un vial de 2 ml para el
analisis por GC/MS. Los analisis se realizaron en un cromatografo de gases Agilent
6890N equipado con un detector GC/MSD Agilent 5975B e inyector automatico
Agilent 7683B. Se utilizdé una columna Agilent DB-23, 60m x 1.D 0.250 x 0,15 pm
Film. La temperatura del horno se programé a 140 °C, con un incremento de 5°C cada
minuto hasta 230 °C, 10 min a 230 °C y el tiempo de analisis fue de 33 minutos, la
temperatura del puerto de inyeccion fue de 250 °C, 0.6 mL/min de flujo de arrastre

(helio) y el volumen de inyeccion fue de 1.0 pL (David et al., 2002).

La identificacion para todos los compuestos volatiles y acidos grasos se realizaron en
base al tiempo de retencion y los espectros de masa, mediante la comparacion con la
base de datos de espectros de masas del National Institute of Standards and

Technology version 11 (NIST v11) donde se reporta el % de coincidencia.
3.5.3.3. Andlisis de compuestos fenolicos por HPLC-MS

La muestra fue analizada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas (HPLC/MS). El cromatografo de liquidos fue de la marca Shimadzu (Kyoto,
Japon), el cual consta de dos bombas modelo LC-20AD, con un muestreador
automatico SIL-20AHT y un detector UV/Vis SPD-20A, horno de columna CTO-
20A y un controlador CBM-20A. La columna fue una Phenomenex Luna PFP (2)
5um, 100 A, 150 x 2 mm. La fase movil estuvo compuesta por solvente A: H20 y B:
MeOH, el gradiente utilizado fue de 0 min - 10 % de B, 2 min - 10 % de B, 2 a 15
min, 10 a 25 % de B, 15 a 50 min del 30 al 100 % de B, mantener el 100 % durante 3

min. Los analisis se realizaron a 254 nm y 330 nm, el horno de la columna se ajusto
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a 40 °C y el flujo de la fase movil al espectrometro de masas fue de 10 pL/min. El
espectrometro de masas (Bruker MicroTOF-QII) funcion6 en modo MS/MS positivo
con gas N2 para nebulizacion y secado a4 bar y 8 L/min, respectivamente. La
temperatura de secado se programé a 200 °C, la energia de colisién y cuadrupolo
fueron de -12 y 6 eV, respectivamente, y la energia capilar fue de 4500 V. Los conos
RF1y RF2 se programaron a 400 y 200 Vpp, respectivamente, y el hexapolo RF se
establecié en 200 Vpp. Para el modo negativo la programacion fue la misma a

excepcion de la energia capilar que fue de 3500 V (Millones-Gomez et al., 2021).
3.5.4. Preparacion del extracto

Se utiliz6 el método de maceracion, se mezclé 100 g de Chara globularis en polvo con
500 mL de etanol al 70% a temperatura ambiente durante aproximadamente 12 h, luego
se filtro el extracto utilizando un papel filtro Whatman N° 1 y se repitio la extraccion
hasta agotamiento y completar la proporcion de 1:10 (p/v), luego se evapor6 a sequedad,
para lo cual se concentrd el extracto a una presion reducida de 45° C en un evaporador
rotatorio (IKA RV-10, IKA®- Werke GmbH & Co. KG, Alemania) a 30 rpm. El extracto
seco disolvid en etanol al 70% Yy se procedio a realizar una particion con cloroformo para
separar la fase acuosa donde se encuentran los fenoles, azucares, acidos organicos y
compuestos solubles en agua, de los compuestos no polares, seguidamente se diluy6 con
acetonitrilo y agua. El extracto se filtrd y evapor6 hasta sequedad, luego se diluyd en
metanol y agua. Posteriormente se purifico la parte acuosa utilizando un cartucho Biotage
SNAP C18 de 12 g, la muestra obtenida se evaporo a sequedad, se peso y almaceno en

refrigeracion a 4°C hasta su uso (Rodriguez-Saona y Wrolstad, 2001).
3.5.5. Productos quimicos y cultivos bacterianos

Los medios de cultivos utilizados fueron Agar Mueller Hinton (Merck) y Caldo de
Tioglicolato (Merck). Para el ensayo se utilizaron microorganismos tipificados por la
American Type Culture Collection (ATCC), como Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 y Bacillus spizizenii ATCC 6633. La cepa
clinica de Escherichia coli se obtuvo del laboratorio de la Clinica Americana de Juliaca.
El antibidtico utilizado fue gentamicina (GEN) de 10 pg (BIODISC SAC).
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3.5.6. Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana del extracto etandlico de C. globularis, se evalué mediante el
método de difusion en disco sugerido por el Clinical and Laboratory Standards Institute
en agar Mueller-Hinton (Merck) (CLSI, 2022). Se pes6 50 mg del extracto etandlico y se
disolvié en 2,5 ml de metanol, luego se impregnaron discos estériles de 6 mm para obtener
concentraciones de 0.125, 0.25, 0.50, 1.00 y 2.0 mg/disco (Mostafa et al., 2018). Con un
asa estéril se cogio de tres a cuatro colonias que se transfirieron a un tubo que contenia 5
ml de solucién salina (0.9% NacCl), para las pruebas se utilizaron concentraciones finales
de 1.5 x 108 UFC/mL de cada in6culo, ajustadas a 0,5 del estandar de McFarland. Con la
ayuda de un hisopo estéril empapado de las suspensiones bacterianas se inocularon las
placas de Agar Mueller Hinton, por triplicado para cada cepa (Barbosa et al., 2020). En
la parte superior del agar se colocaron los discos con las diferentes concentraciones,
ademas se utilizaron discos con 10 pg de gentamicina como control positivo y discos
impregnados con metanol como control negativo. Las placas se incubaron a 37 °C por 24
horas, transcurrido este tiempo se procedié a medir los halos de inhibicién con un vernier
digital (Pérez-Peralta et al., 2019), cada ensayo se realizd por triplicado. La actividad
antibacteriana se determin6 midiendo la zona de inhibicion que se produjo alrededor de
cada disco (incluyendo el didmetro del disco), luego se calculd el porcentaje de

inhibicion, en base al valor promedio de las mediciones (Ramirez y Diaz, 2007).

(@ halo del extracto — @ halo blanco)
(9 halo control positivo — @ halo blanco) X

% Inhibicién= 100

Donde:
@ control positivo = Gentamicina en mm

@ control negativo = Metanol 6mm

3.5.7. Concentracion minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria es la concentracibn mas baja de un agente

antibacteriano capaz de inhibir el crecimiento bacteriano después de una incubacion de
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24 horas. Por lo cual la CIM se establecié como la concentracion mas baja del extracto
etandlico de C. globularis a la que no se observo crecimiento visible, aplicado mediante
el método de difusion en disco en las placas Petri luego de una incubacion a 37°C durante
24h (Mostafa et al., 2018).

3.5.8. Prueba estadistica

El programa estadistico que se utilizé fue R Studio, se realizo la prueba de Shapiro-Wilk
y Levene para comprobar los supuestos de Normalidad y Homogeneidad. Se utilizé el
andlisis de varianza en una via, considerando como factor de estudio las concentraciones
de extracto etandlico de Chara globularis frente a bacterias patégenas, la variable de
respuesta fue la inhibicion expresada en la formacién del halo de inhibicién. Cuando el
analisis de varianza resulto significativo (p<0.05) se procedid a ejecutar la prueba de

rango multiple de Duncan para las comparaciones especificas entre concentraciones.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Identificacion de metabolitos secundarios
4.1.1. Marcha fitoquimica preliminar

Los resultados de la marcha fitoquimica preliminar permitieron determinar de manera
cualitativa la presencia de ciertos grupos de metabolitos secundarios en las diferentes
partes anatomicas de C. globularis (talo, ramas y rizoides); como los compuestos
fendlicos y triterpenos y/o esteroides, siendo este Ultimo grupo de compuestos los mas
abundantes. Por el contrario, no encontr6 la presencia de alcaloides, quinonas,

antraquinonas, saponinas y taninos (Tabla 3).

Tabla 3
Determinacion cualitativa de los fitoquimicos de Chara globularis Thuill
) ) Compuestos Quinonas y ) ) Triterpenos
Chara globularis Alcaloides . ) Saponinas Taninos )
fenodlicos antraquinonas y esteroides
Talo - ++ - - - +4++
Ramas - ++ - - - +++
Rizoides - ++ - - - T+

Negativo (-), poco (+), moderado (++), abundante (+++).

Anthoni et al. (1987), encontraron en Chara globularis un alcaloide al cual denominaron
Charamin, asimismo un estudio realizado en la misma especie pero recolectada en el

continente Europeo no presentd compuestos fendlicos en su composicion, pero si
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compuestos clorados, esteroles y terpenoides (Bankova et al., 2001). Sin embargo, en
Chara sp especie recolectada en la India, se reporto la presencia de alcaloides, esteroides,
flavonoides, saponinas, taninos y acidos grasos (Manikanta y Malammanavar, 2018). En
cambio, esta investigacion realizada en C. globularis, especie que fue recolectada del lago
Titicaca, se encontro la presencia de compuestos fendlicos y triterpenos. La variabilidad
de los grupos de metabolitos secundarios presentes para una misma especie y entre las
diferentes especies que conforman un mismo grupo taxondémico, podrian atribuirse a
factores de desarrollo, los cuales influyen en la biosintesis y almacenamiento de los
metabolitos secundarios (Kong et al., 2018). Entre los factores de desarrollo, se tiene los
cambios bidticos y abioticos que presenta cada habitat, entre los componentes abidticos
se puede mencionar el agua, la luz, la temperatura y factores ambientales, la interaccion
de todos factores determinaran la fluctuacién de los metabolitos secundarios (Kong et al.,
2019; Li et al., 2020).

4.1.2. Determinacion de compuestos volatiles

Se identificaron un total de 49 compuestos en el espacio de cabeza de la muestra de Chara
globularis utilizando el método SPME-GC-MS (Tabla 4). Cada pico se identificd
comparando el espectro con los registrados en la biblioteca de espectros de masas del
National Institute of Standards and Technology (NIST). Se consideraron los compuestos
con una coincidencia mayor al 70%, los cuales fueron 27 compuestos que representaron
el 63.25% del total de las &reas de pico integradas. Se encontraron compuestos como
alcoholes, aldehidos, hidrocarburos, cetonas, ésteres, furanos, alcanos y terpenos. Los
compuestos volatiles mas abundantes fueron: 1-Pentano-3-ol (3.97%); Hexanal (8.35%);
2-Hexenal, (E)- (3.35%); 1-Hexanol (3.17%); Benzaldehido (7.39%); 1-Octen-3-ol
(8.97%); 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimetil- (5.28%) y I-Mentona (5.60%).

Tabla 4

Compuestos organicos volatiles de la macroalga Chara globularis

] . Contenido
Pico TR (min) Nombre del compuesto CAS Qual relativo %
1 1.9339 Etanol 000064-17-5 64 16.7987

2 4.0333  Butanal, 3-metilo- 000590-86-3 91 2.0106
35

repositorio.unap.edu.pe
{0 OIVI( (adl" adecuadd ! > eSla (e
I



" NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

47118
7.5875
8.1849
10.0684
13.8521
15.0976
15.2528
16.8831
17.8147
23.2287
24.5552
24.8623
25.4733
26.1922
26.6107
27.0731
27.4849
27.7583
29.4426
29.7734
30.1852
30.7286
32.4736
32.6998
33.0778
33.7461
34.2423
35.4743
35.9131
36.2776
36.5476
36.6759
37.1417
38.2083
38.4243
38.7281
39.1331
39.2749
40.0782
41.6646
41.992
42.3633

1-Pentano-3-ol

2-Pentenal, (E)-

Toluene

Hexanal

2-Hexenal, (E)-

Benceno, 1,3-dimetil-
1-Hexanol
1,3,5,7-Cyclooctatetraeno
Heptano, 3,4,5-trimetil-
Benzaldehido

Acido oxalico, éster pentilico isobutilo
2-Pentanol, propanoato
1-Octen-3-ol
5-Hepten-2-ona, 6-metil-
Furano, 2-pentilo-

3-Octanol

Decano

Propano, 1-isocianato-
Benceno, 1-etil-3-metilo-
Nonano, 2,6-dimetil-
D-Limoneno
Ciclohexanona, 2,2,6-trimetil-
Benceno, 1-metil-3-propil-
1H-Pirrol, 1-butil-
1H-Pirrol, 1-butil-

Decano, 2-metil-

Decano, 3-metil-
(2,2-Dimetilciclopropil)-metanol
1-Nonen-4-ol
3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol
Nonanal

Ciclohexanol, 2,6-dimetil-
Benceno, 2-etil-1,4-dimetil-
Pentilciclohexano
(E)-1-Fenil-1-buteno
2,6,6-Trimetil-2-ciclohexeno-1,4-diona
Benceno, 1-etil-2,3-dimetil-
I-Mentona

3-metilundecano
1,14-Tetradecanodiol
Undecano, 2,6-dimetil-

1-Ciclohexeno-1-carboxaldehido, 2,6,6-trimetil-

000616-25-1
001576-87-0
000108-88-3
000066-25-1
006728-26-3
000108-38-3
000111-27-3
000629-20-9
020278-89-1
000100-52-7
1000309-37-0
054004-43-2
003391-86-4
000110-93-0
003777-69-3
000589-98-0
000124-18-5
000110-78-1
000620-14-4
017302-28-2
005989-27-5
002408-37-9
001074-43-7
000589-33-3
000589-33-3
006975-98-0
013151-34-3
1000222-14-0
035192-73-5
000078-70-6
000124-19-6
005337-72-4
001758-88-9
004292-92-6
001005-64-7
001125-21-9
000933-98-2
014073-97-3
001002-43-3
019812-64-7
017301-23-4
000432-25-7

TESIS EPG UNA - PUNO

83
59
94
90
98
90
90
94
38
97
36
40
90
50
58
78
95
38
80
47
98
76
72
28
59
47
49
27
50
86
68
58
74
87
38
58
91
98
72
27
86
97

repositorio.un

3.9757
0.4691
2.7462
8.3573
3.359
0.2988
3.1703
0.5644
0.4367
7.3851
0.2842
5.5644
8.9708
2.3972
1.7592
0.4704
1.098
0.2736
0.3942
0.5395
2.8822
0.2258
0.342
0.4066
0.7839
0.4539
0.3365
0.2454
0.9487
5.283
0.6575
1.6357
0.2287
0.3853
0.3473
0.5465
0.2462
5.5959
0.32
0.675
0.9419
0.5632
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45
46
47
48
49
50

43.1261
44.2636
44.8509
45.2222
51.2403
56.4856

Ciclohexanona, 5-metil-2-(1-metiletilideno)-

2,6-dimetiloctano, -
Anetol

1H-Indeno, 1-etilideno-
trans-beta.-lonona

Tetradecano

015932-80-6
002051-30-1
000104-46-1
002471-83-2
000079-77-6
000629-59-4

97
59
98
52
98
58

TESIS EPG UNA - PUNO

1.1739
0.5189
1.6796
0.3395
0.5828
0.331

En la figura 10 se pueden observar los espectros de masas relacionados con la abundancia de
cada compuesto en relacion a la masa/carga. Cada pico corresponde a un compuesto
diferente, los cuales se presentan en diferentes tiempos, mientras mayor es el tiempo que
requiera el compuesto para atravesar la columna mayor sera el tiempo en el que aparecera. Y
a mayor altura del compuesto mayor serd la abundancia de iones que se generaran al

fraccionarse.

200000
180000
160000
140000

120000

Abundancia

100000

80000

60000

40000

20000 u

hoiaed
0 T T T T T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tiempo (min)
Figura 10. Cromatograma de compuestos voléatiles extraidos de Chara globularis por

SMPE-GC-MS
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Los compuestos organicos varian en funcién a la especie analizada, por ejemplo; en un
estudio se evalud tres especies de Chara las cuales son Chara inconnexa 1y 2, Chara
vulgaris y Nitellopsis obtusa, se hallaron 27, 33, 37 y 31 compuestos volatiles
respectivamente, haciendo un total de 43 compuestos entre las tres especies (Zhang et al.,
2010). En comparacion con los compuestos hallados en este estudio para Chara
globularis se asemejan seis compuestos, siendo estos 1-Pentano-3-ol; tolueno; hexanal,
2-hexanal, (E)-; 1-hexanol y tetradecano, de los cuales se saben que tiene propiedades
repelentes. De manera similar, se hall6 compuestos volatiles como 4-metitiol-1,2-ditiol y
S-metiltiol-1,2,3-tritiol en Chara globularis, con propiedades insecticidas (Jacobsen y
Pedersen, 1983). Por otra parte, Rzama et al. (2002) report6 n- heptadecano, 7-
heptadeceno, fitol, 6,10,14-trimetilpentadecano-2-ona y metil undecanoato como los

compuestos volatiles mas abundantes encontrados en Chara vulgaris.

Los compuestos hallados cuentan con diferente potencial bioactivo, como por ejemplo se
tiene al compuesto volatil E-2-hexenal que esta presente en plantas incluidas las algas
(Nafis et al., 2021), que cumple una funcion en la transferencia de informacién entre
plantas e insectos y su produccion se da ante una situacion de estrés o en caso de generarse
dafio vegetal (Spyropoulou et al., 2017). Otro compuesto volatil es el benzaldehido, que
presenta actividad antibacteriana e insecticida (Neto et al., 2021), en la industria tiene un
valor econdmico pues es utilizado en la fabricacion de cosméticos, fragancias y también
es un precursor de aditivos de plasticos (Huang et al., 2022). También se hallé D-
limoneno, este compuesto es un terpeno, componente principal de los citricos,
considerado un disolvente natural, limpiador y desengrasante (Robichaud et al., 2005), la
produccidn de este compuesto podria atribuirse a la variabilidad de la luz y temperatura
(Meskhidze et al., 2015). Asimismo, se registro la presencia de anetol, que es una clase
de aceite vegetal aromatico no comestible, altamente volatil y mayormente es utilizado
como perfume en la industria cosmética y como un aromatizante en alimentos, ademas se
ha reportado propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes y anestésicas
(Tao et al., 2017; Wang et al., 2020; Zhang et al., 2021).

La diferencia entre los compuestos hallados podria atribuirse a la diferencia de especies

y al habitat de procedencia (Zhang et al., 2010), otros factores que influyen en la emisién
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de COV son la luz, la temperatura, las condiciones de nutricion, el estrés quimico y fisico
del medio ambiente acuético en el que se desarrolla el alga (Ye et al., 2018; Zuo, 2019),
ademas del clima y condiciones geograficas que varian de un lugar a otro (Islam et al.,
2018; Hassanzadazar et al., 2019).

4.1.3. Determinacion de &cidos grasos

Se identificaron 25 compuestos distribuidos en diferentes tiempos de retencion (Tabla 5
y Figura 11), de los cuales 24 compuestos presentaron en su mayoria un porcentaje de
semejanza mayor al 90% con un 99.42% del total de las areas de pico integradas. Entre
los componentes con mayor abundancia se presento el acido 9, 12-octadecadienoico, éster
metilico con un area pico de 11.50% en un tiempo de retencién de 22.33 minutos, seguido
del 4cido hexadecanoico, éster etilico a los 17.71 minutos, con un area pico de 11.37% y
el &cido 9-Octadecenoico (Z)-, éster metilico con un area pico de 10.40% que aparecio en

un tiempo de retencién de 21.54 minutos.

Tabla 5
Compuestos de &cidos grasos de la macroalga Chara globularis

Pico TR (min) Nombre del compuesto CAS Qual Secl)gtti(\e/gig/z
1 8.1959 Biciclo [2.2.1] heptan-2-ol, 1,7,7-trimetil-, acetato, (1S-endo)-  005655-61-8 97 0.4144
2 8.3354  Biciclo [2.2.1] heptan-2-ona, 1,7,7-trimetil-, (1S)- 000464-48-2 98 0.2955
3 11.2997  Biciclo [3.1.1] hept-3-en-2-ona, 4,6,6-trimetil-, (1S)- 001196-01-6 98 0.8407
4 14.0271  Tetradecanoato metilo 000124-10-7 98 0.6429
5 14.8982  Acido hexadecanoico, éster etilico 000628-97-7 93 0.3959
6 15.8793  Norpseudoefedrina 036393-56-3 43 0.5813
7 17.4777  2-Pentadecanona, 6,10,14-trimetil- 000502-69-2 91 0.4121
8 17.7145  Acido hexadecanoico, éster metilico 000112-39-0 98 11.3724
9 18.2389  Acido 7-hexadecenoico, éster metilico, (Z)- 056875-67-3 98 0.8272
10 185179  Acido hexadecanoico, éster etilico 000628-97-7 98 9.7214
11 19.0169  9-hexadecenoato de etilo 054546-22-4 97 0.8791
12 19.4567  Acido hexadecanoico, 14-metil-, éster metilico 002490-49-5 94 0.3055
13 21.1313  Estearato de metilo 000112-61-8 99 3.0524
14 215414  Acido 9-Octadecenoico (Z)-, éster metilico 000112-62-9 99 10.4003
15 21.6556  Acido cis-13-Octadecenoico, éster de metilo 1000333-58-3 99 1.1366
16  21.8332 Acido octadecanoico, éster etilico 000111-61-5 99 2.3546
17 22.2138  Acido 9-Octadecenoico, éster etilico 006512-99-8 95 6.1729
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18 22.3322  Acido 9,12-Octadecadienoico, éster metilico 002462-85-3 99 11.5033
19 22.9792  Ester etilico del 4cido linoleico 000544-35-4 99 7.2459
20  23.2413 Fitol 000150-86-7 95 8.0861
21 232963  Acido 9,12,15-Octadecatrienoico, (2,2,2)- 000463-40-1 95 9.5189
22 23.9433  Acido 9,12,15-Octadecatrienoico, éster etilico, (Z,Z,2)- 001191-41-9 99 7.9064
23 246199  Tetracosano 000646-31-1 98 1.4481
24 27.8463 Heptadecano, 9-octil- 007225-64-1 94 3.1568
25  31.8974 Heneicosano 000646-31-1 93 1.3294

En los resultados se presentan una variedad de terpenos, acidos grasos saturados,
insaturados, poliinsaturados, ésteres metilicos, alcanos y un alcaloide.
400000 -
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Figura 11. Perfil cromatografico de los acidos grasos de Chara globularis mediante la
técnica GC-MS
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Algunos de los compuestos reportados en este estudio también han sido hallados en el
extracto metandlico de Chara vulgaris, como tetradecanoato de metilo, éster etilico del
acido linoleico, éster etilico del acido hexadecanoico, fitol, &cido 9,12-octadecadienoico,
éster metilico y acido 9,12,15-octadecatrienoico, (Z,Z,Z)-.(Shah et al., 2022). Otro
estudio realizado en Chara vulgaris, reveld la presencia de acidos grasos como 9, 12 —
Octadecadienoico, tetradecanoico y hexadecanoico (Saxena et al., 2021). Asimismo,
Bankova et al. (2001) reportd &cidos grasos los cuales contenian entre 14 a 22 tomos de
carbono para C. globularis, sin embargo en este estudio se encontraron acidos grasos que
tenian en su composicién desde 10 a 25 atomos de carbono. Entre los compuestos
hallados en esta investigacion, se tiene el éster metilico del cido hexadecanoico, el cual
posee propiedades antibacterianas comprobadas frente a bacterias como Staphylococcus
aureus, Pseudomona aeruginosa, Bacillus subtilis y Klebsiella pneumoniae (Lalthanpuii
y Zarzokimi, 2019; Shaaban et al., 2021). Otro compuesto es el fitol, que es un
componente de la clorofila el cual ha sido empleado en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias (Carvalho et al., 2020), posee propiedades anticancerigenas y refuerza el
sistema inmunoldgico, ademas tiene un efecto crioprotector contra el estrés oxidativo por
lo que es un ingrediente empleado en la elaboracion de productos antienvejecimiento
(Jeong, 2018).

La fluctuacion y el contenido de la composicion de acidos grasos en las algas es
determinado por la condiciones a las cuales estd expuesta durante su crecimiento y
desarrollo (Munir et al., 2019). Ademas, los acidos grasos extraidos se ven influenciados
por el tipo de método, condiciones de extraccion, variabilidad de parametros y solventes
que se utilizan para extraerlos, cabe resaltar que con el paso del tiempo se han
implementado nuevas técnicas automatizadas de extraccion (Duarte et al., 2014; Ciko et
al., 2018; Cvitkovi¢ et al., 2021).

4.1.4. Determinacion de compuestos fenolicos

El extracto etanolico particionado y purificado por C18 de Chara globularis, fue
analizado a través de HPLC-MS y se pudo observar la presencia de compuestos fendlicos,
donde se identifico el acido galoilquinico con la formula molecular C14H16010 (Figura 12;
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Wyrepkowski et al., 2014), en el espectro de masas en el modo negativo de [M-H] m/z
343,2187 a los 18,4 min (Anexo 1).

Ho LCOOH

OH

OH

OH

Figura 12. Estructura quimica del &cido galoilquinico

Nutautaité et al. (2022), encontraron tres &cidos fendlicos (galico, p -cumérico y p -
hidroxibenzoico) en la biomasa de Cladophora glomerata. Asimismo, se determind la
presencia de fenoles en extractos del alga Thalassiophyllum clathrus, como el acido
galico y flavonoles, la extraccion se realiz6 con disolventes de diferente polaridad, siendo
el extracto etandlico el que present6é un mayor nimero compuestos fendlicos (Aminina et
al., 2020). Las macroalgas verdes, pardas y rojas presentan una gran variedad de
compuestos fenolicos, desde moléculas simples como el acido galico hasta las mas
complejas como los florotaninos, de las cuales se conocen muchas actividades bioldgicas
como propiedades bactericidas, antiproliferativas, antiinflamatorias, entre otras (Santos
etal., 2019).

Las algas producen compuestos fendlicos, los cuales cumplen una funcién de proteccion,
esto se da en respuesta al estrés que es influenciado por factores abioticos, depredadores
y patogenos, ademas la produccion de estos compuestos varia en relacion de la especie,
genética y etapa de crecimiento (Mannino y Micheli, 2020). La extraccion de compuestos
fendlicos es mas efectivas con disolventes polares, siendo el etanol el méas efectivo, pues
nos da una mayor cantidad de compuestos (Aminina et al., 2020). Asimismo, dichos

metabolitos secundarios participan en diferentes funciones fisiologicas de las plantas,
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entre ellas se encuentran la germinacién de semillas, la proteccion ultravioleta y la

defensa contra microorganismo (Liu et al., 2020).
4.2. Actividad antibacteriana

El extracto etandlico de C. globularis mostrd actividad antibacteriana contra las bacterias
gram positivas; S. epidermidis ATCC 12228, S. aureus ATCC 25923 y B. spizizenii ATCC
6633 y ninguna actividad contra la bacteria gram negativa E. coli (Figura 13). De la misma
forma, se observa el efecto inhibidor del crecimiento bacteriano del antibi6tico (gentamicina)
utilizado como control positivo para las diferentes cepas bacterianas y el control negativo

(metanol).

Figura 13. Actividad antibacteriana del extracto etanolico de Chara globularis frente a cepas

bacterianas
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En la Tabla 6, no se observo actividad antibacteriana del extracto etandlico frente a
Escherichia coli, puesto que ninguna de las concentraciones aplicadas mostré la formacion
de halos de inhibicién, obteniéndose un porcentaje del 0% para todas ellas. Ademas, el
analisis de varianza (Anexo 2) indicé que existe significancia estadistica (p=0.0001), lo que
revela que por lo menos alguno de los tratamientos tiene un efecto diferente respecto a los
halos de inhibicion. Estas diferencias se verificaron con la prueba de rango multiple (Anexo
3), donde el control positivo (Gentamicina) presentd el mayor efecto bactericida, mientras
que las diferentes concentraciones de extracto etandlico de Chara globularis no mostraron

ningun efecto bactericida.

Tabla 6
Actividad antibacteriana (mm) del extracto etandlico de Chara globularis frente a

Escherichia coli.

Concentracion 0.12mg/mL  0.25mg/mL  0.50 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL

N 3 3 3 3 3

Minimo 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Maximo 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Media 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
D.E. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Inhibicion (%) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

En la Tabla 7, se muestra la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Chara
globularis frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, las concentraciones 0.12 y 0.25
mg/mL no exhibieron la formacion de halos de inhibicion, mientras que para las
concentraciones 0.50, 1 y 2 mg/mL se obtuvo una media de 6.65, 8.92 y 10.96 mm de halos
correspondientemente. El porcentaje de inhibicion fue mayor para la concentracion de 2
mg/mL con un 25.20 %. El analisis de varianza (Anexo 4), demostr6 que existe significancia
estadistica (p=0.0001) para las diferentes concentraciones y de acuerdo al analisis de rango
multiple de Duncan (Anexo 5), el control positivo (Gentamicina) presentd el mayor valor de
actividad antibacteriana en comparacion a las diferentes concentraciones utilizadas del

extracto etandlico, seguido de la concentracion de 2 mg/mL.
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Tabla 7

Actividad antibacteriana (mm) del extracto etandlico de Chara globularis frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Concentracion 0.12mg/mL  0.25mg/mL  0.50 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL

N 3 3 3 3 3

Minimo 0.00 0.00 6.32 8.48 10.37
Méximo 0.00 0.00 7.15 9.42 11.29
Media 0.00 0.00 6.65 8.92 10.96
D.E. 0.00 0.00 0.44 0.47 0.51
Inhibicion (%) 0.00 0.00 3.25 14.87 25.20

En la Tabla 8, se muestra la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Chara
globularis frente a Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, las concentraciones de 0.12,
0.25 y 0.50 mg/mL no presentaron formacion de halos de inhibicion, mientras que las
concentraciones 1 y 2 mg/mL presentaron una media de 8.98 y 11.47 mm de halo de
inhibicion respectivamente. El porcentaje de inhibicion fue mayor para la concentracion de
2 mg/mL con un 19.03 %. Mediante el analisis de varianza (Anexo 6), se observé que existe
significancia estadistica (p=0.0001) y de acuerdo al analisis de rango multiple de Duncan
(Anexo 7), el control positivo (Gentamicina) presentd el mayor valor de actividad

antibacteriana, seguido de la concentracion de 2 mg/mL.

Tabla 8

Actividad antibacteriana (mm) del extracto etandlico de Chara globularis frente a
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

Concentracion 0.12mg/mL  0.25mg/mL  0.50 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL

N 3 3 3 3 3

Minimo 0.00 0.00 0.00 7.60 10.77
Méaximo 0.00 0.00 0.00 10.61 12.39
Media 0.00 0.00 0.00 8.98 11.47
D.E. 0.00 0.00 0.00 1.52 0.83
Inhibicion (%) 0.00 0.00 0.00 10.33 19.03
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En la Tabla 9, se muestra la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Chara
globularis frente a Bacillus spizizenii ATCC 6633, se observa que las concentraciones mas
bajas de 0.12 y 0.25 mg/mL no presentaron la formacion del halo de inhibicién, mientras que
para las concentraciones de 0.50, 1 y 2 mg/mL se obtuvo una media de 7.74, 9.77 y 11.68
mm de halo inhibitorio respectivamente. El porcentaje de inhibicién fue mayor para la
concentracion de 2 mg/mL con un 22.69 %. El anélisis de varianza (Anexo 8) demostrd que
existe significancia estadistica (p=0.0001) para las diferentes concentraciones y de acuerdo
al andlisis de rango multiple de Duncan (Anexo 9), el control positivo (Gentamicina) presento
el mayor valor de actividad antibacteriana a diferencia del resto de concentraciones del

extracto etandlico, seguido de la concentracion de 2 mg/mL.

Tabla 9
Actividad antibacteriana (mm) del extracto etandlico de Chara globularis frente a Bacillus
spizizenii ATCC 6633.

Concentracion 0.12mg/mL  0.25mg/mL 050 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL
N 3 3 3 3 3

Minimo 0.00 0.00 7.37 8.57 11.32
Maximo 0.00 0.00 8.12 10.60 12.01
Media 0.00 0.00 7.74 9.77 11.68
D.E. 0.00 0.00 0.38 1.07 0.35
Inhibicién (%) 0.00 0.00 6.91 15.00 22.69

Los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana de C. globularis se asemejan con los
estudios reportados por Bankova et al. (2001), donde se observé que la actividad
antibacteriana de los extractos de C. globularis obtenidos con diferentes disolventes contra
S. aureus, presentaron una media de halos de inhibicion desde 6.3 hasta 10.7 mm y al igual
que en este estudio no se observa actividad antibacteriana de los extractos contra E. coli. Cai
et al. (2013), obtuvo extractos de Nitellopsis obtusa y Chara vulgaris, los cuales presentaron
actividad frente a bacterias Gram positivas (S. aureus y B. subtilis), sin embargo, las bacterias
Gram negativas (E. coli y Proteus vulgaris) no mostraron actividad alguna. Begum et al.

(2017), demostro la actividad antibacteriana de extractos de Chara schweinitzii (n-hexano,
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cloroformo, acetato de etilo y un extracto crudo), contra Clavibacter, Xanthomonas
campestral y E. coli, el extracto obtenido con cloroformo fue el mas eficaz contra las cepas
en estudio. Asimismo, Snehalatha y Digamber (2017), obtuvieron extractos de Chara
globularis con acetona, cloroformo, metanol, éter de petrdleo y agua, comprobando la mayor
actividad antibacteriana del extracto crudo de acetona contra Micrococcus luteus con una
media de halos de inhibicién de 15.33 mm. Igualmente, Manikanta y Malammanavar (2018),
comprobaron la actividad antibacteriana de Chara contra Xanthomonas campestris,
Pseudomonas y Agrobacterium tumefaciens, obteniendo una mayor inhibicion para P.

syringue con un halo de inhibicion de 12 mm de diametro.

En estos estudios se observa una variacion en la medida de los halos de inhibicion para los
diferentes agentes bacterianos empleados, lo que podria atribuirse a los métodos y los
solventes utilizados en la obtencidn de extractos, asimismo estos estarian influenciados por
los componentes encontrados en las especies estudiadas (Mostafa et al., 2018). Por otra parte,
el extracto de C. globularis no fue capaz de inhibir el crecimiento de E. coli, resultado que

coincide con el reportado por Bankova et al. (2001) y Cai et al. (2013).

Los compuestos fendlicos del extracto etandlico de C. globularis como el acido galoilquinico
tienen importancia como un agente antimicrobiano, se conoce que los compuestos fendlicos
son capaces de causar dafios quimicos a nivel de la membrana celular de la bacteria (Granato
et al., 2016). La diferencia en la inhibicion entre bacterias gram positivas y negativas, podria
deberse a la estructura y composicién de la pared celular de las bacterias gram negativas,
siendo mas complejas, pues poseen una membrana externa y una gruesa capa de mureina que
actua como barrera e impide el ingreso de sustancias externas (Vieitez et al., 2017; Madkour
et al., 2019; Camacho-Campos et al., 2019).

4.3. Concentracion minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de C. globularis se realizé por el
método de difusion en disco, de esta manera se determiné la concentracion necesaria del
extracto etandlico para inhibir el crecimiento bacteriano. El efecto de las diferentes

concentraciones del extracto etanolico se observa en la Figura 14.
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Figura 14. Concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de Chara globularis

frente a cepas bacterianas.

La concentracion minima inhibitoria (CMI), se establecié de acuerdo a la observacion del
efecto bactericida por el extracto etandlico de Chara globularis frente al crecimiento
bacteriano, para Escherichia coli no se observo ningun efecto por parte del extracto, mientras
que para S. aureus ATCC 25923 y B. spizizenii ATCC 6633 la CMI fue de 0.50 mg/mL, y
para S. epidermidis ATCC 12228 fue de 1 mg/mL (Tabla 10).

Tabla 10

Calculo de la concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de Chara globularis.
Bacteria CMI Halo promedio Inhibicién (%)
Escherichia coli NA NA NA
Staphylococcus aureus 0.50 mg/mL 6.65 3.25
Staphylococcus epidermidis 1.00 mg/mL 8.98 10.33
Bacillus spizizenii 0.50 mg/mL 7.74 6.91

NA: No se observé actividad antibacteriana.
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Mostafa et al. (2018), obtuvieron una concentracibn minima inhibitoria de extractos
etandlicos de Punica granatum y Syzygium aromaticum, el efecto inhibidor de P. granatum
inicié a de 2.5 mg/ml y la zona de inhibicion fue de 9.6 mm para Staphylococcus aureus y
de 8.3 mm para Pseudomona aeruginosa, en tanto para el extracto etandlico de S. aromaticum
la inhibicién del crecimiento bacteriano para ambas bacterias comenz6 a partir de una
concentracion de 5 mg/ml con 11.4 y 9.2 mm respectiva. Ishola et al. (2018), determind la
concentracion minima inhibitoria para los extractos de Plocamium rigidum y Plocamium
cornutum obtenidos con seis disolventes contra cinco cepas bacterianas, siendo mas eficiente
el extracto de P. rigudum contra cuatro de los organismos estudiados, E. faecalis, S.
epidermisy E. coli los cuales presentaron una CMI a partir de una concentracion de 10 pg/ml
con una zona de inhibicién de 7.41, 6.21 'y 7.42 mm, mientras que S. sonei presenté una CMI

a partir de 20 pg/ml con 6.88 mm de zona de inhibicion.

En muchos estudios se ha comprobado la actividad de los extractos de plantas y algas, los
cuales son eficientes en el control del crecimiento de una variedad de microorganismos,
atribuyéndoles estas actividades y la variacion de la concentracién minima inhibitoria a los
compuestos bioactivos como terpenos, alcaloides y compuestos fenélicos (Mostafa et al.,
2018; Shoker, 2020; Pereira et al., 2021).
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CONCLUSIONES

Los metabolitos secundarios presentes en la macroalga Chara globularis fueron compuestos
fendlicos y triterpenos, dentro del primer grupo se identificé el &cido galoilquinico y en el
segundo grupo se identificd varios compuestos volatiles y acidos grasos, como alcoholes,
aldehidos, hidrocarburos, alcanos, terpenos, entre otros. Muchos de estos compuestos son de

interés en la fitoquimica.

En la evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Chara globularis se
determind que el extracto no presentd actividad antibacteriana frente a Escherichia coli, para
Staphylococcus aureus ATCC 25923 mostro actividad antibacteriana de 25.20 % con una
concentracion de 2 mg/mL del extracto, frente a Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
se presentd actividad antibacteriana de 19.03 % a la concentracion de 2 mg/mL de extracto,
frente a Bacillus spizizenii ATCC 6633 también exhibio actividad antibacteriana de 22.69 %
con 2 mg/mL de extracto, en todos los casos el control positivo de gentamicina presento
mayor actividad bactericida (p<0.05) que las cinco concentraciones de extracto evaluadas.

Se estableci6 que la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de Chara
globularis fue capaz de inhibir el crecimiento bacteriano a partir de la concentracion 0.5
mg/mL para Staphylococcus aureus ATCC 25923y Bacillus spizizenii ATCC 6633, mientras
que Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, presentd un efecto inhibidor a partir de 1
mg/ml, excepto para Escherichia coli frente al cual no se evidencio ningun efecto bactericida

del extracto.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un estudio mas detallado de la macroalga, donde se incluya evaluar
otros parametros y condiciones de analisis, como la temperatura, el tiempo, el tipo de
columna capilar, entre otros. Asimismo, para la evaluacion de la actividad antibacteriana,
se recomienda investigar el efecto del extracto obtenido con otros disolventes. Ademas, esta
especie posee metabolitos que tienen la capacidad de repeler insectos, o que podria ser
aplicado en el sector agricola. Es necesario realizar futuros estudios, donde se aislen los
compuestos del extracto etandlico para comprobar su actividad biolégica con otras

metodologias aplicadas in vitro.
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ANEXOS

Anexo 1. Espectro de masas ESI- en modo negativo de [M-H]- m/z 343,2187 del &cido

galoilquinico a los 18,4 min.

Intens. 200422 _alga peru neg_1-1_01_18149.d: -MS, 18.4min #1099

[M-H]

324.13509863.1541
201.0502

0.00 UV VR Y
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mz

723.5168
Y

Anexo 2. Analisis de varianza para la actividad antibacteriana del extracto etanolico de

Chara globularis frente a Escherichia coli.

Suma de Cuadrados
Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Concentraciones 5 1521.522 304.304 4120.575 <0.0001
Error 12 0.886 0.074
Total 17 1522.408

Anexo 3. Prueba de rango multiple de Duncan para la actividad antibacteriana del extracto

etanolico de Chara globularis frente a Escherichia coli.

Concentracion Medias LS Error estandar Grupos Duncan
Gentamicina 24.670 0.157 A

1 0.000 0.157 B
2 0.000 0.157 B
0.12 0.000 0.157 B
0.25 0.000 0.157 B
0.5 0.000 0.157 B
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Anexo 4. Analisis de varianza para la actividad antibacteriana del extracto etanolico de

Chara globularis frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Suma de Cuadrados
Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Concentraciones 5 1350.960 270.192 1036.763 < 0.0001
Error 12 3.127 0.261
Total 17 1354.088

Anexo 5. Prueba de rango multiple de Duncan para la actividad antibacteriana del extracto

etandlico de Chara globularis frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Concentracion Medias LS Error estandar Grupos
Gentamicina 25.717 0.295 A

2 10.963 0.295 B

1 8.920 0.295 C

0.5 6.650 0.295 D
0.12 0.000 0.295

0.25 0.000 0.295

Anexo 6. Andlisis de varianza para la actividad antibacteriana del extracto etandlico de

Chara globularis frente a Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

Suma de Cuadrados
Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Modelo 5 2731.690 546.338 1058.498 < 0.0001
Error 12 6.194 0.516
Total 17 2737.883
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Anexo 7. Prueba de rango multiple de Duncan para la actividad antibacteriana del extracto

etanolico de Chara globularis frente a Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

Concentraciones  Medias LS Error estandar Grupos
Gentamicina 34.723 0.415 A

2 11.470 0.415 B

1 8.977 0.415 C

0.12 0.000 0.415 D
0.25 0.000 0.415 D
0.5 0.000 0.415 D

Anexo 8. Analisis de varianza para la actividad antibacteriana del extracto etanolico de
Chara globularis frente a Bacillus spizizenii ATCC 6633.

Suma de Cuadrados

Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Concentraciones 5 1952.461 390.492 1286.960 < 0.0001
Error 12 3.641 0.303

Total 17 1956.102

Anexo 9. Prueba de rango multiple de Duncan para la actividad antibacteriana del extracto

etanolico de Chara globularis frente a Bacillus spizizenii ATCC 6633.

Concentraciones Medias LS Error estandar Grupos
Gentamicina 31.043 0.318 A

2 11.683 0.318 B

1 9.773 0.318 C

0.5 7.737 0.318 D

0.12 0.000 0.318 E
0.25 0.000 0.318 E
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