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RESUMEN 

 

La diatomea Phaeodactylum tricornutum fue cultivada axénicamente y de forma 

unialgal en medio f/2 Guillard, exponiéndola a 2755 y 3862,5 lux. Las fases exponencial 

y estacionaria se alcanzaron a los 8 y 17 días respectivamente, obteniéndose 4 extractos 

etanólicos de los cuales sólo el irradiado a 2755 lux y cosechado en fase estacionaria 

presentó actividad antibacteriana frente a V. alginolyticus y V. parahaemolyticus. El 

residuo orgánico proveniente de este último cultivo, se maceró en una mezcla MeOH/HCl (1:1) 

obteniéndose un nuevo extracto, del cual mediante biparticiones y cromatografías de columna se pudieron 

un nuevo extracto, del cual, mediante biparticiones y cromatografías de columna, se 

pudieron obtener diferentes fracciones a las cuales se les evaluó su actividad 

antibacteriana frente a varias cepas y se les realizaron análisis espectroscópicos de RMN 

e IR, lo que permitió identificar la presencia de una familia de compuestos dentro de las 

subfracciones 1.3.3.1 y 1.3.2.1. En ambas, el estudio de los análisis espectroscópicos 

establece la presencia de estructuras con esqueletos triterpénicos o esteroidales unidas a 

restos sacáridos de tipo saponina, y también a estructuras de tipo aminoácido como la 

TYR-PRO-PHE-PRO-GLY-NH2. 



 

 

INTRODUCCIÓN 

 

La naturaleza ha sido siempre una fuente inagotable de compuestos bioactivos, también 

conocidos como metabolitos, y su empleo en el tratamiento de diversos tipos de 

enfermedades proviene desde tiempos inmemoriales (Rodríguez, 2003; Jaspars y 

Houssen, 2006). 

 

El interés del hombre por las propiedades medicinales de los metabolitos aumentó a lo 

largo del tiempo, aislándose metabolitos de múltiples especies, en su mayoría de origen 

terrestre, un hecho curioso ya que el medio marino representa un 95% de la biosfera 

(Lenis et al., 2007). Sin embargo, el estudio centrado en organismos marinos ha crecido 

década tras década, ya que se han reportado de manera progresiva especies marinas con 

diversidad de compuestos bioactivos, ligados a su metabolismo y que pueden ser 

utilizados en distintas aplicaciones (Blunt et al., 2007). 

 

Uno de estos organismos marinos reportados como fuente potencial de compuestos 

bioactivos, son las algas. Estas han sido reconocidas así desde aproximadamente 50 años 

y su estudio es considerado como un terreno inexplorado en comparación con la flora 

terrestre (Burgess et al., 1999). 

 

Las algas son organismos que figuran entre los seres más antiguos del planeta, con 

aproximadamente 1 a 3 millones de años de antigüedad, existiendo actualmente 30 000 

especies en todo el mundo (Bhakuni y Rawat, 2005). Estas conforman un conjunto de 

organismos acuáticos con una estructura morfológica menos compleja que la de las 

plantas terrestres, y son responsables de más de la mitad de la actividad fotosintética del 

mundo (Oraday, 1998). 

 

Es importante resaltar que las algas marinas son organismos que viven en un hábitat 

complejo y están sometidas a condiciones a veces extremas (cambios bruscos de 

salinidad, variación en la irradiación, periodos de emersión por efecto de las mareas, 
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oleaje y predadores), por lo cual, para adaptarse a las nuevas circunstancias deben 

producir metabolitos que les permitan aprovechar al máximo los recursos disponibles en 

su entorno para poder sobrevivir (Patra et al., 2009). 

 

Estas especies poseen variadas formas, desde las más complejas, que llegan a 60 metros 

de longitud (macroalgas), hasta las más simples estructuras celulares de 1 a 15 micras 

(microalgas). Conociéndose al término “microalga” como aquellos microorganismos que 

contienen clorofila A y otros pigmentos fotosintéticos capaces de realizar fotosíntesis 

oxigénica, lo que incluye a las cianobacterias que tienen estructura celular procariota 

(Abalde et al., 1995). 

 

Las microalgas han sido utilizadas como biocombustible, biofertilizante e incluso en el 

tratamiento de aguas residuales. Además, los extractos microalgales son utilizados a 

menudo en el área cosmética, principalmente en los productos de protección solar y en 

los referentes al cuidado de la piel. Las especies más utilizadas son: Arthrospira 

(prevención de estrías y crema antiarrugas), Ascophyllum nodosum (crema antiedad), 

Spirulina platensis (crema hidratante y protección solar), Nannochloropsis oculata 

(blanqueamiento de la piel), Chlorella vulgaris (antiarrugas), Dunaliella salina 

(preservativo antimicrobial) y Phaeodactylum tricornutum (protección solar) 

(Priyadarshani y Rath, 2002). 

 

Entre las microalgas se encuentran un grupo de algas llamadas diatomeas, las cuales son 

microorganismos eucariotas presentes en los ecosistemas marinos y de agua dulce. Estos 

organismos unicelulares dominan las comunidades de fitoplancton y se consideran los 

principales productores primarios de materia orgánica en la cadena trófica marina. 

(D’Ippolito et al., 2004). Sus características fotosintéticas hacen que sean responsables 

de una proporción significativa de la producción mundial de oxígeno y la fijación de 

CO2 en ambientes acuáticos (Lioudmila et al., 2000). Las diatomeas se destacan 

particularmente por sus elaboradas paredes celulares nanoestructuradas o frústula  

(ver figura 1). Estas son consecuencia de la biomineralización de sílice y muestran en su 
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superficie una red de poros homogéneamente distribuidos y organizados que, en su 

mayoría, se disuelven en la columna de agua después de la muerte celular. Sin embargo, 

una fracción significativa de las frústulas se depositan en el fondo del mar donde pueden 

ser enterrados en sedimentos marinos, manteniendo sus estructuras porosas altamente 

organizadas (Bridoux e Ingalls, 2010). 

 

 

Figura 1. Imágenes de microscopía electrónica de barrido de paredes celulares aisladas 

de diferentes especies de diatomeas: a) Cylindrotheca fusiforme, b) Thalassiosira 

pseudonana c) Stephanopyxis turnis, (escala de barrido 10 µm) d) Coscinodiscus granii 

(escala de barrido 20 µm), (Sumper y Kröger, 2004; Sumper y Brunner, 2006). 

 

La morfología de la pared celular ha sido ampliamente examinada (Round et al., 1990), 

sin embargo, los genes que codifican las proteínas directamente implicadas en la 

biogénesis de la pared celular no tanto (Hildebrand et al., 1998; Fischer et al., 1999; 

Kröger et al., 1999). Se ha determinado que una de las posibles macromoléculas 

responsables de la biosilicificación del SiO2 son las N-metilpropilaminas o también 

llamadas poliaminas de cadena larga (PACL), las cuales han sido aisladas y 

caracterizadas a partir de las frústulas digeridas con HF y NH4F de diversas especies de 

diatomeas marinas (Colin et al., 2013; Kröger et al., 2000; Sumper et al., 2005; Sumper 

y Lehmann, 2006).  
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La razón principal por la cual la microalga P. tricornutum pertenece al grupo de las 

diatomeas es precisamente por la pared celular nanoestructurada de SiO2 que posee, sin 

embargo, a lo largo del tiempo se puso en duda a P. tricornutum como una diatomea 

debido a la ausencia de esta frústula, por lo cual es importante conocer su historia y 

clasificación taxonómica. 

 

CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA DE LA DIATOMEA P. tricornutum 

La microalga polimórfica Phaeodactylum tricornutum (mostrada en figura 2), es una 

diatomea con cromatóforos de color amarillo-marrón, su forma triradial fue descrita por 

Bohlin en 1897, y contaba hasta entonces de un solo género con una única especie, 

(Bohlin, 1897).  

 

 

Figura 2. Imágenes de microscopía electrónica de barrido de los morfotipos de  

P. tricornutum, las cuales son: a) Fusiforme, b) Ovalada y c) Triradiada.  

(Escala de barrido = 1 µm) (De Martino et al., 2007). 
 

Su forma fusiforme fue aislada por primera vez por Ellen y Nelson en 1910, y fue 

descrita como Nitzschia closterium forma minutissima, siendo Wilson quién describe su 

naturaleza polimórfica en 1946. La ausencia de una estructura silificada en la pared 
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celular de P. tricornutum llevó a la conclusión que esta microalga no debería ser 

clasificada como diatomea, hasta que Lewin en 1958 observó una porción silificada en 

la forma ovalada de P. tricornutum, añadiéndole a su descripción taxonómica un nuevo 

orden, suborden y también a una familia única, perteneciendo entonces a la división 

Heterokontophyta, clase Bacillariophyceae, orden Bacillariophyceae, suborden 

Phaeodactylineae, familia Phaeodactylaceae, género Phaeodactylum y especie P. 

tricornutum (Lewin, 1958; De Martino et al., 2007). 

 

ANTECEDENTES 

En reportes anteriores asociados a P. tricornutum, se detectó mediante pruebas químicas, 

la presencia de saponinas, compuestos fenólicos y alcaloides (Scholz y Liebezeit, 2006). 

Además, también se determinó la presencia de dos aminoácidos, estos fueron el 

diclorhidrato de ácido 2,4 diaminobutírico y el β-N-metilamino-ʟ-alanina. Siendo este 

último, un aminoácido esencial para la producción de proteínas en diferentes 

organismos, el cual gracias a las interacciones típicas de la cadena trófica está disponible 

para los organismos pertenecientes al medio marino (Réveillon et al., 2016). 

 

En P. tricornutum, también ha sido determinada la presencia de ácidos grasos 

poliinsaturados, y uno de los más importantes aislados de esta diatomea es el ácido 

eicosapentanoico (EPA por sus siglas en ingles), el cual se genera en mayor cantidad en 

cultivos a bajas temperaturas (Reis et al., 1996; Jiang y Gao, 2004; Ramírez et al., 

2007). Además, este ácido es responsable de la actividad antibacteriana del extracto 

metanol/agua (5:1) de P. tricornutum frente a bacterias Gram positivas y Gram 

negativas, incluyendo a Staphylococcus aureus, B. cereus y Staphylococcus epidermidis 

(Desbois et al., 2008). 

 

Además del EPA, la fucoxantina también ha sido aislada en extractos etanólicos de la 

microalga P. tricornutum, la cual fue cultivada a 20 °C y 2500 lux (Kim et al., 2012). 

Por otro lado, se determinó que los extractos metanólicos de P. tricornutum producen un 

efecto disuasivo en la alimentación del copépodo Tigriopus califórnicos y, los 
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compuestos aislados responsables de esta actividad fueron los mostrados en la figura 3, 

identificados como apo-10'-fucoxantinal (1), apo-12'-fucoxantinal (2), apo-12-

fucoxantinal (3) y apo-13'-fucoxantinona (4) (Shaw et al., 1995). 

 

 

Figura 3. Estructuras moleculares de los compuestos aislados de P. tricornutum 

responsables de la actividad disuasiva en la alimentación de Tigriopus califórnicos 

(Shaw et al., 1995). 

 

El extracto acuoso de P. tricornutum tiene un efecto depresor del sistema nervioso 

central y actúa como relajante muscular (Villard et al., 1992; Rodríguez y Guild, 2008). 

Además, estos extractos acuosos han presentado actividad antioxidante, analgésica, 

inmonoestimuladora, y antiiflamatoria, llegando a representar esta última actividad hasta 

un 30 % del efecto antiflamatorio de la indometacina, una droga no esteroide (Guzman 

et al., 2001; Guzman et al., 2003). 

 

CULTIVO DE MICROALGAS 

La reproducción de las microalgas ocurre por división celular, la cual es binaria en la 

mayoría de los casos, por lo que tienen un crecimiento rápido cuando se inoculan en un 
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medio de cultivo no limitante y se mantienen en condiciones ambientales adecuadas 

(Abalde et al., 1995). La rapidez de crecimiento poblacional, es limitada por el factor 

ambiental que se encuentre en los niveles mínimos necesarios para que la microalga 

pueda desarrollarse. Sin embargo, conforme la edad del cultivo avanza, las condiciones 

ambientales varían, y esto modifica a su vez la velocidad de crecimiento poblacional. 

Por ende, es importante conocer las condiciones óptimas para aumentar la producción de 

la biomasa de una microalga. Pero, también existen ciertas especies que pueden crecer 

en condiciones no óptimas gracias a la flexibilidad en sus requerimientos, factor de 

mucha importancia ya que, por lo general, cuando un parámetro ambiental cambia, 

afecta a otro (Montes, 2014). 

 

Durante el desarrollo de la microalga, existen diferentes fases de crecimiento que 

describen la forma en la cual varía la concentración celular, la composición bioquímica 

y la biomasa de las microalgas (Arredondo y Votolina, 2007). Además, teniendo en 

cuenta el tipo de población, el cultivo puede ser axénico, unialgal o mixto y, según sea el 

tipo de cosecha, los cultivos se pueden clasificar como cultivos discontinuos, continuos 

y semicontinuos (Abalde et al., 1995; Montes, 2014). 

 

Particularmente, en el caso de P. tricornutum, la tasa de crecimiento puede variar 

dependiendo de las condiciones de cultivo. Así, su fase exponencial y estacionaria se 

alcanzan a los 6 y 16 días respectivamente (Ruivo et al., 2011), aunque esta última 

puede alcanzar los 21 días (Réveillon et al., 2016). 

 

Existen factores que determinan el crecimiento y la producción de metabolitos en el 

cultivo de microalgas, estos son: pH, salinidad, temperatura, nutrientes, agitación y luz 

(Gómez, 1997; Koller et al., 2012).  

 

La temperatura óptima para el crecimiento de P. tricornutum es de 20 °C y el pH de 7,8 

(Bitaubé et al., 2008; Leyva, 2013) y, a pesar de pertenecer a un género con una única 

especie, las cepas de esta diatomea provenientes de diferentes zonas geográficas, 
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presentan comportamientos diferentes en sus tasas de crecimiento y contenido de 

pigmentos al igual que su tolerancia frente a los diferentes rangos de salinidad y 

temperatura (Kräbs y Büchel, 2011). 

 

El rango de salinidad soportado por P. tricornutum es amplio, este va de 1 UPS a  

90 UPS (Unidades Prácticas de Salinidad), y puede adaptarse a la variación de la 

densidad de flujo de fotones, desde 7 µmol·m
-2

·s
-1

 hasta 230 µmol·m
-2

·s
-1

 (Geider et al., 

1985; Sapriel et al., 2009; Liang et al., 2014). 

 

Es importante resaltar que la luz constituye un factor fundamental en todo cultivo de 

microalgas, tanto por sí misma como por sus interrelaciones con otros parámetros. La 

radiación utilizable fotosintéticamente, que cae dentro del rango del espectro visible 

(400 nm a 700 nm), representa la fuente de energía para la fotosíntesis, y tanto la 

intensidad luminosa como la longitud de onda y el fotoperiodo afectan al crecimiento y 

el metabolismo de la microalga (Abalde et al., 1995). 

 

Durante variaciones extremas de luz, las microalgas son capaces de adaptarse 

presentando cambios biofísicos, bioquímicos y fisiológicos con el fin de optimizar el uso 

de la luz disponible para la fotosíntesis (Sukenik et al., 1990). Dicha cantidad de luz 

utilizada depende de los pigmentos fotosintéticos, así como también del tamaño y la 

distribución de las células algales. Es por esto que, con el aumento de la densidad celular 

de los cultivos, la disponibilidad de luz por célula decrece, implicando que la razón de 

crecimiento específico también disminuya (Raven y Geider, 1988), debido a que las 

características del campo de luz dentro del agua están determinadas, en parte, por las 

propiedades de absorción y dispersión de las microalgas en sí (Abalde et al., 1995; 

Gómez, 1997). 

 

COMPUESTOS DE TIPO SAPONINAS PRESENTES EN ORGANISMOS 

MARINOS 

Los organismos marinos han desarrollado la habilidad de reproducir metabolitos 
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secundarios como mecanismos de defensa que les ayuden a sobrevivir en ecosistemas 

hostiles y uno de estos metabolitos son las saponinas (figura 4). Tal es el caso de las 

especies Anasterias minuta (estrella de mar) y Holothuria floridana (pepino de mar), a 

las cuales se les determinó que las estructuras responsables de la actividad citotóxica y 

antifúngica en cada caso eran estructuras glicosídicas de tipo esteroidal (Santafé et al., 

2014). 

 

 

Figura 4. Estructura general de una saponina. 

 

Las saponinas son metabolitos secundarios polares de naturaliza glicosídica, su nombre 

proviene del latín sapo y hace alusión a sus propiedades surfactantes. Estas se 

encuentran constituidas por un anillo terpenoidal, esteroidal o esteroidal alcaloide (ver 

figura 5), conocido como sapogenina o aglicona, que está sustituido por oligosacáridos a 

través de enlaces glicosídicos, lo cual les confieren un carácter anfifílico (Ahumada et 

al., 2016). 
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Figura 5. Estructuras de las agliconas según su tipo. 

 

De acuerdo al número de sustituciones, se pueden encontrar agliconas mono, di o 

triglicosidadas como se puede observar en la figura 6. Además, la alta masa molecular 

de las saponinas (contienen de 30 a 45 átomos de carbono) hace que su elucidación 

estructural sea muy compleja, por lo cual es necesario utilizar técnicas espectroscópicas 

específicas (Valencia et al., 2005; Díaz, 2009). 
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Figura 6. Tipos de saponinas según el número de cadenas de carbohidratos unidas a la 

aglicona: A) Monoglicosidada, B) Diglicosidada y C) Triglicosidada. 

 

USO DE MICROALGAS EN EL BIOCONTROL DE ENFERMEDADES 

CAUSADAS POR BACTERIAS DEL GÉNERO VIBRIO EN CULTIVOS DE 

CAMARONES. 

En el campo de la acuicultura las enfermedades aparecen en todas las etapas de 

desarrollo de los organismos cultivados, y mayormente son ocasionadas por la presencia 

de comunidades bacterianas en el agua y en el sedimento de piscinas camaroneras, 

promovidas por el aumento de la materia orgánica asociada a la acumulación de heces y 

residuos del alimento que no es ingerido por los organismos en el cultivo (Borbor, 2006; 

López et al., 2013). 

 

El control de estas patologías se puede realizar mediante el uso de antibióticos, pero 

tienen limitaciones, además su uso indiscriminado puede ocasionar el desarrollo de 

resistencia bacteriana, contaminación ambiental y acumulación de residuos en los tejidos 

de la especie cultivada (Mioso et al., 2014). 
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El género bacteriano con más especies patógenas perjudiciales para el cultivo de 

camarones es el Vibrio (Viteri, 2016). Estas bacterias forman parte de la flora natural de 

estos crustáceos y se localizan en el tracto digestivo, branquias, cutículas y hemolinfa 

del camarón a través del consumo de sedimento, agua y alimentos (Maeda et al., 1997; 

Villamil et al., 2003; Albuquerque et al., 2013). Su alto contenido en los tejidos del 

camarón provoca diferentes enfermedades en las larvas y juveniles, entre las cuales la 

más importante es la vibriosis (Suárez et al., 2015, Cuéllar, 2013; Peña y Valera, 2015). 

Esta enfermedad, dependiendo de su severidad, disminuye el tiempo de coagulación en 

camarones, provoca nado errático, promueve la anorexia y en ocasiones, puede alcanzar 

mortalidades de hasta un 100 % de todo un cultivo acuícola (Yamazaki y Esiobu, 2012). 

 

El género Vibrio es un grupo de bacterias Gram negativas de tipo facultativo anaeróbico 

con forma de bastón curvilíneo y uno o varios flagelos polares. Pertenecen a la familia 

Vibrionaceae, abarcando diversos grupos de bacterias marinas heterótrofas (Pacini, 

1854). Las especies asociados a este género toleran un alto rango de salinidad y 

concentraciones bajas de oxígeno, siendo las que más causan infecciones en camarones: 

V. alginolyticus, V. anguillarum, V. campbelli, V. fluvialis, V. harveyi, V. penaeicida, V 

parahaemolyticus, V. penaeicida, V. vulnificus y V. spendidus (Gómez et al., 2004; 

Argüello, 2014). 

 

Una alternativa de los antibióticos para el control de las bacterias del género Vibrio es la 

aplicación de probióticos tanto en el camarón como en el alimento vivo (Sotomayor y 

Balcázar, 2003; Herrera et al., 2014). Además, la introducción de microalgas en los 

estanques acuícolas, también ha generado un aumento en la tasa de supervivencia de 

larvas y juveniles (Lio et al., 2005). Esto viene relacionado directamente por la 

disminución en la concentración de bacterias del tipo Vibrio en el agua debido a 

propiedades antagónicas y alelopáticas de las microalgas (Salvesen et al., 2000; 

Tendencia y De la Peña, 2003; Marques et al., 2006). 

 

Algunas especies de microalgas que han disminuido satisfactoriamente la carga 
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bacteriana del tipo Vibrio en cultivos acuícolas han sido I. galbana, Dunaliella 

tertiolecta, Tetraselmis suecica, Chaetoceros calcitrans, Nitzschia sp., Skeletonema 

costatum y Chlorella sp., (Molina  et al., 2013; Molina y Sánchez, 2017). De esta forma, 

se puede observar la importancia que tienen las microalgas en el biocontrol de cultivos, 

siendo P. tricornutum una de las especies capaces de inhibir el crecimiento de bacterias 

del género Vibrio como V. parahaemolyticus y V. alginolyticus. 

 



 

 

METODOLOGÍA 

 

CULTIVO DE LA DIATOMEA Phaeodactylum tricornutum 

Cepa de microalga 

La diatomea P. tricornutum utilizada en esta investigación fue suministrada por el Banco 

de Germoplasma de algas de la Universidad de Oriente, Venezuela, registrada con los 

códigos BGAUDO-160, la cual fue mantenida bajo condiciones controladas de 

laboratorio (23 ± 1 °C, 100 lux, fotoperiodo 12/12) en medio f/2 Guillard (Guillard, 

1975) a 37 UPS. 

 

Condiciones de cultivo 

La diatomea P. tricornutum fue cultivada axénicamente, por duplicado, durante 17 días 

en matraces con 1500 ml de medio f/2 Guillard (0,88 mmol·l
-1

 de nitrógeno en forma de 

NaNO3) a 231 °C, pH de 7,8; fotoperiodo 12/12 y bajo dos intensidades de luz, 

2755 lux y 3862,5 lux). Los cultivos se realizaron de forma unialgal con agitación 

manual dos veces al día durante 30 segundos. 

 

Muestreos 

Siguiendo las recomendaciones aplicadas en 1992 por Lopez-Muñóz et al, pero a una 

diferente temperatura, los cultivos de P. tricornutum fueron cosechados, para ambas 

intensidades, a los 8 días tras alcanzar la fase exponencial, mientras que la fase 

estacionaria fue cosechada 9 días después. 

 

Ambas fases de crecimiento fueron centrifugadas a 4000 rpm/10 min para obtener las 

biomasas. Dichas biomasas obtenidas fueron preservadas mediante refrigeración por 

congelamiento hasta el proceso de maceración para la obtención de los extractos 

etanólicos y la evaluación de la actividad antimicrobiana. 
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OBTENCIÓN DE LOS EXTRACTOS DE LA DIATOMEA Phaeodactylum 

tricornutum 

Preparación de los extractos etanólicos 

Las biomasas de P. tricornutum, cultivadas a 2755 lux y 3862,5 lux y cosechadas en 

diferentes fases de crecimiento, se sometieron a extracción separadamente con etanol 

como solvente. Dichas soluciones se dejaron homogenizar y reposar durante 24 horas, 

para permitir la extracción de los metabolitos secundarios. Dicho material de extracción 

fue filtrado por gravedad, luego rotoevaporado y por último, se colocó en una estufa a  

37 °C para eliminar el solvente, obteniéndose así los diferentes extractos de cada una de 

las biomasas. 

 

Preparación del extracto MeOH/HCl (1:1) 

El residuo orgánico proveniente del cultivo irradiado a 2755 lux y cosechado en fase 

estacionaria (1,6325 g), se sometió a una extracción hasta agotamiento del color con una 

mezcla MeOH/HCl (1:1). El material de extracción fue filtrado por gravedad y se 

centrifugó con el objetivo de decantar la mayoría del solvente posible, colocándola luego 

en una estufa a 37 °C para eliminar el resto del solvente remanente, obteniéndose  

1,1297 g del extracto MeOH/HCl (1:1).  

 

FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO MeOH/HCl (1:1) DE LA DIATOMEA 

P. tricornutum CULTIVADA A 2755 LUX Y COSECHADA EN FASE 

ESTACIONARIA 

El extracto MeOH/HCl (1:1) obtenido previamente, fue disuelto inicialmente con 20 ml 

de agua y biparticionado empleando un embudo de separación con solventes orgánicos 

mediante extracción sucesiva, obteniéndose fracciones en cloroformo, acetato de etilo y 

una fracción acuosa (figura 7). La cantidad obtenida tanto de la fracción clorofórmica 

como la de acetato de etilo fueron muy pequeñas, por lo que se descartaron. Por otro 

lado, la fracción acuosa, quién tenía un color amarillo-marrón y un aspecto pastoso, se 

corrió en una cromatografía de capa fina sobre sílica-gel 60 con indicador fluorescente 

UV254 (ALUGRAM, SIL G/UV) como adsorbente y una mezcla CHCl3/MeOH (1:1) 
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como eluyente. Al exponerla a luz UV, se observó una mancha que se extiende desde el 

origen hasta el frente del solvente, dejando múltiples rastros. Esto permitió visualizar 

mejor la complejidad de la muestra por lo que se procedió a fraccionar por 

cromatografía de columna. 

 

Figura 7. Diagrama de fraccionamiento inicial del extracto etanólico de la diatomea P. 

tricornutum cultivada a 2755 lux y cosechada en fase estacionaria. 
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Luego de la corrida cromatográfica, la fracción acuosa fue sometida a un proceso de 

cromatografía de columna (4,0 cm x 22,0 cm) usando como fase estacionaria Sephadex 

LH-20 y se eluyó empleando mezclas de los solventes cloroformo, metanol y agua, 

aumentando gradualmente la polaridad; CHCl3/MeOH (1:1), MeOH y MeOH/H2O (1:1); 

de esta forma, se obtuvieron 14 eluatos de 15 ml cada uno, los cuales fueron agrupados 

en 3 fracciones conforme al comportamiento observado en corridas de cromatografía de 

capa fina, denotándolas como 1.1, 1.2 y 1.3 y cada una de las fracciones obtenidas 

fueron procesadas de forma similar a la fracción acuosa, tal y como se muestra en el 

esquema ilustrado en la figura 8. 

 

 Figura 8. Diagrama de fraccionamiento de la fracción acuosa proveniente del extracto 

MeOH/HCl (1:1) de la diatomea P. tricornutum cultivada a 2755 lux y cosechada en 

fase estacionaria. 
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En la cromatografía de columna (2,0 cm x 9,0 cm) se utilizó como fase estacionaria 

Sephadex LH-20 y se eluyó con una mezcla CHCl3/MeOH (1:1). Cada una de las 

fracciones fueron corridas en cromatografías de capa fina analítica de sílica-gel 60 con 

indicador fluorescente UV254 (ALUGRAM, SIL G/UV) como adsorbente y una mezcla 

CHCl3/MeOH (1:1) como eluyente a excepción de las subfracciones 1.3.2.1 y 1.3.3.1, en 

las cuales el eluyente fue una mezcla CHCl3/MeOH (3:2). 

 

Fracción 1.3.2.1 

La fracción 1.3.2 fue corrida en una cromatografía de capa fina analítica  

CHCl3/MeOH (1:1), en la cual se determinó que dicha fracción no era lo  

suficientemente pura para considerarla para análisis espectrales. Es por esto que se 

procedió a fraccionarla nuevamente mediante cromatografía de columna (2,0 cm x 9,0 

cm) utilizando como fase estacionaria Sephadex LH-20 y se eluyó con una  

mezcla CHCl3/MeOH (3:2), obteniéndose 12 eluatos de 5 ml cada uno, los cuales  

fueron agrupados en 3 fracciones según el comportamiento observado en corridas 

cromatografías de capa fina, denotándolas como 1.3.2.1, 1.3.2.2 y 1.3.2.3, de las cuales 

sólo la fracción 1.3.2.1, que era un sólido de aspecto gelatinoso de color amarillo-marrón 

se destinó para análisis de RMN e IR. 

 

Fracción 1.3.3.1 

La fracción 1.3.3 era un sólido de aspecto pastoso color marrón con pequeños cristales 

en forma de aguja depositados en el fondo y solubles en metanol. Para separar a estos 

cristales de la solución, se procedió a añadir pequeñas cantidades de la mezcla 

CHCl3/MeOH (3:1) y fueron extraídos usando una pipeta Pasteur, dando lugar a dos 

nuevas subfracciones denominadas  como fracción 1.3.3.2 y 1.3.3.1. Esta última 

subfracción  fue corrida en una cromatografía de capa fina analítica CHCl3/MeOH (3:2) 

y, debido a la pureza observada se destinó para análisis de RMN e IR.  

 

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA 

El efecto antibacteriano de los diferentes extractos fue evaluado utilizando como 
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organismos reveladores las cepas bacterianas Gram negativas y Gram positivas 

mostradas en la tabla 1, mediante la técnica de difusión en agar o método del 

antibiograma, descrito por Bauer et al., 1966, en la cual discos estériles de papel de filtro 

Whatman N°3 de 10 mm de diámetro se impregnaron con 25 µl del extracto en prueba 

(40 mg/ml), lo cual proporcionó una concentración final de 1 mg de extracto/disco. 

Seguidamente, estos discos se colocaron sobre placas de Petri, previamente servidas con 

12 ml de agar Mueller Hinton (HIMEDIA, Laboratorios Pvt. Limted, Bombay-India) e 

inoculadas, utilizando un hisopo de algodón estéril, con una suspensión bacteriana de 

concentración conocida (1 x 10
8
 células/ml) estandarizada por comparación con un 

patrón comercial McFarlan 0,5. Posteriormente, las placas de Petri se incubaron a 29 ±1 

°C por 24 y 48 horas para permitir el crecimiento bacteriano. El extracto que presentó 

principios antibacterianos frente a las bacterias de tipo V. parahaemolyticus y V. 

alginolyticus produjo un halo de inhibición del crecimiento bacteriano alrededor del 

disco, el cual fue medido utilizando una regla graduada. En cada caso fueron colocados 

en las placas, discos impregnados con el solvente de extracción como control negativo. 

 

Tabla 1. Microorganismos empleados en las pruebas de actividad antibacteriana. 

Microorganismos Origen Tinción de Gram 

Escherichia coli ATCC 25922 - 

Pseudomonas aeruginosa ATCC (27853) - 

Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 - 

Staphylococcus aureus IBE Doc-19 + 

Vibrio parahaemolyticus  ATCC 17802 - 

Vibrio alginolyticus  ATCC 17749 - 

 

ANÁLISIS ESPECTROSCÓPICOS 

Las fracciones obtenidas a partir de la biomasa de la diatomea P. tricornutum, se 

analizaron, mediante el uso de técnicas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y 

Espectroscopia Infrarrojo (IR). Los análisis de RMN en ambos casos (
1
H y 

13
C), se 

realizaron en el departamento de farmacia de la Universidad de Antioquia ubicada en la 

ciudad de Medellín, República de Colombia, haciendo uso de un espectrómetro Bruker 

Advance de 600 MHz. Las muestras en estudio se disolvieron en metanol deuterado y 
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los espectros fueron tomados con supresión de agua y con una sonda Prodigy TCI. Los 

FID (Free Induction Decay, por sus siglas en inglés), fueron procesados por medio del 

software TOPSPIN 4.0.8 desarrollado por la empresa Bruker y descargado gracias a la 

licencia académica del servidor Bruker a través del enlace descrito a continuación, el 

cual permite la instalación directa del software por medio del sistema operativo 

Windows 10 de 64 bits: https://www.bruker.com/nc/service/support-upgrades/software-

downloads/nmr/pc/pc-topspin.html. 

 

Los análisis IR fueron realizados en el laboratorio de Espectroscopia FT-IR del Instituto 

de Investigaciones en Biomedicina y Ciencias Aplicadas “Dra. Susan Tai” (IIBCA-

UDO) de la Universidad de Oriente, Núcleo de Sucre, haciendo uso de un equipo de 

espectroscopia FT-IR marca Perkin Elmer modelo Frontier. Para su tratamiento, las 

muestras fueron compactadas en pastillas transparentes de KBr. 

https://www.bruker.com/nc/service/support-upgrades/software-downloads/nmr/pc/pc-topspin.html
https://www.bruker.com/nc/service/support-upgrades/software-downloads/nmr/pc/pc-topspin.html


 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

  

A continuación, se presentan los resultados obtenidos tras la variación en la intensidad 

de luz a la cual fue expuesto el cultivo de P. tricornutum, así como la obtención de  

los diferentes extractos, su fraccionamiento, actividad antibacteriana y análisis 

espectroscópicos de las fracciones con mayor pureza. 

  

OBTENCIÓN DE BIOMASAS PROVENIENTES DEL CULTIVO DE P. 

tricornutum Y RENDIMIENTO PORCENTUAL DE SUS EXTRACTOS 

ETANÓLICOS 

En la tabla 2, se muestra la relación entre biomasas cosechadas de P. tricornutum y las 

masas del extracto seco, obteniéndose para el caso de la fase exponencial que el cultivo 

que generó mayor cantidad de biomasa y de extracto seco fue el cosechado a partir de la 

microalga irradiada a 2755 lux. De igual forma, en el caso de la fase estacionaria, la 

mayor cantidad de biomasa cosechada fue a partir del cultivo irradiado a 2755 lux sin 

embargo, la mayor cantidad de extracto seco fue para el cultivo irradiado a 3862,5 lux.  

 

Tabla 2. Masas de extractos etanólicos (EE) obtenidos a partir de las biomasas de 

Phaeodactylum tricornutum (BP), cultivadas a 2755 lux y 3862,5 lux y cosechadas en 

fase de crecimiento exponencial y estacionaria. 

*Para cada caso, el volumen medio de cultivo fue de 3 litros. 

 

De forma general, las cantidades de extractos crudos obtenidos a partir de las biomasas 

cosechadas en la fase estacionaria fueron mayores que los obtenidos en la fase 

exponencial, sin embargo; es diferente si se plantea en términos de rendimiento. Esto se 

debe al hecho de que en la fase estacionaria existe mayor densidad celular que en la fase 

exponencial y este factor ocasiona que la disponibilidad de luz por célula decrezca, 

Irradiancias 

Promedio 

Fase exponencial Fase estacionaria 

BP (g) EE (g) % m/m BP (g) EE (g) % m/m 

2755 lux 1,3397 0,3182 23,75 1,9877 0,3461 17,41 

3862,5 lux 1,2946 0,2938 22,69 1,8761 0,3808 20,28 
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dando lugar a la generación de unidades fotosintéticas con el objetivo de optimizar el 

uso de la luz disponible. Estas unidades fotosintéticas están conformadas por pigmentos 

carotenoides que al ser liposolubles no pueden ser extraídos por solventes polares como 

es el caso del etanol, de ahí el hecho de que los rendimientos porcentuales en la fase 

estacionaria sean menores que los de la fase exponencial. 

 

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS EXTRACTOS ETANÓLICOS DE  

P. tricornutum 

De los extractos obtenidos, solo el extracto irradiado a 2755 lux y cosechado en  

fase estacionaria, identificado como extracto C (ver tabla 3), presentó actividad 

antibacteriana sobre las dos especies de Vibrios, con halos de inhibición de 19 mm para 

V. alginolyticus y 18 mm para V. parahaemolyticus. Al comparar este resultado con el 

generado por el sulfato de estreptomicina, se puede observar claramente que la actividad 

ejercida es similar, por lo cual se puede deducir que el extracto etanólico de P. 

tricornutum cultivado y cosechado en las condiciones antes mencionadas, posee una 

actividad antibacteriana considerable, ya que se compara con el halo de inhibición 

generado del sulfato de estreptomicina (40 mg/ml). 

 

Tabla 3. Actividad antibacteriana de los diferentes extractos etanólicos sobre Vibrio 

parahaemolyticus y Vibrio alginolyticus. 

 

Cepa bacteriana 

 Extracto C Sulfato de 

estreptomicina 

24 h 48 h 24 h 48 h 

Vibrio alginolyticus ATCC 17749 19 mm 19 mm 20 mm 20 mm 

Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 18 mm 18 mm 19 mm 20 mm 

 

De igual forma, la razón por la que los extractos obtenidos a partir de los cultivos 

cosechados durante la fase exponencial no hayan presentado actividad antibacteriana se 

explica en lo mencionado por Terekhova et al. (2009), y es que en las etapas donde el 

crecimiento de los cultivos es más lento, es decir, en la fase estacionaria es cuando se 

produce la mayor cantidad de metabolitos, esto en comparación con la fase exponencial. 
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OBTENCIÓN DEL EXTRACTO MeOH/HCl (1:1) Y SU FRACCIONAMIENTO 

La cantidad del extracto C era muy pequeña para fraccionarla por ende, se siguió una vía 

alterna en la cual se usó una mezcla de MeOH/HCl (1:1) como solventes de extracción. 

Esto con la intención de lavar el material orgánico asociado a la frústula silícea de P. 

tricornutum, ya que las diatomeas incorporan compuestos orgánicos en sus frústulas. 

Así, al usar esta mezcla de solventes es posible extraer los compuestos orgánicos 

asociados a la frústula como las silafinas y las PACL, según Ingalls et al. (2010). 

 

Al aplicar esta vía alterna, se obtuvieron los datos mostrados en la tabla 4. En ella se 

muestra la cantidad del extracto crudo MeOH/HCl (1:1) obtenido a partir de la 

maceración en MeOH/HCl (1:1) del residuo orgánico proveniente del extracto etanólico 

así como su rendimiento, el cual representa un 69,09 % de la biomasa. Cabe destacar 

que este residuo orgánico es el que se origina del cultivo de P. tricornutum irradiado a  

2755 lux y cosechado en fase estacionaria. 

 

Tabla 4. Cantidad del extracto MeOH/HCl (1:1) proveniente del cultivo de la diatomea 

P. tricornutum irradiado a 2755 lux y cosechado en fase estacionaria. 

Solventes  Masa de P. 

tricornutum 

Masa del extracto 

crudo 

% m/m 

MeOH/HCl (1:1)  1,6325 g 1,1297 g 69,09 

 

Luego de obtener el extracto crudo de MeOH/HCl (1:1), y las fracciones mostradas en la 

tabla 5, solo se decidió seguir fraccionando el remanente acuoso, ya que este presentó un 

rendimiento de 92,62 %, dando lugar a las fracciones obtenidas mediante los diferentes 

procesos cromatográficos y que son presentadas en la tabla 6. 

 

Tabla 5. Fraccionamiento del extracto seco MeOH/HCl (1:1) por medio de bipartición 

en un embudo de separación. 

Fracción clorofórmica Fracción en acetato de etilo Fracción acuosa 

Masa % m/m Masa % m/m Masa % m/m 

0,0026 g 0,23  0,0112 g  0,99  1,0463 g 92,62  
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Tabla 6. Subfracciones obtenidas por medio de los diferentes procesos cromatográficos 

utilizados a partir de la fracción acuosa. 

Subfracciones obtenidas 

Número de 

fracción 

Masa (g) Número de 

fracción 

Masa (g) Número de 

fracción 

Masa (g) 

1.1.1 0,0235 1.2.3 0,0296 1.3.2.3 0,0217 

1.1.2 0,0253 1.3.1 0,0567 1.3.3.1 0,0928 

1.2.1 0,0492 1.3.2.1 0,3118 1.3.3.2  0,0146 

1.2.2 0,0761 1.3.2.2 0,0366 - - 

 

De todas las fracciones obtenidas, sólo las subfracciones 1.3.2.1 (0,3118 g) y 1.3.3.2 

(0,0928 g) se seleccionaron como las fracciones con menos impurezas, esto según el 

comportamiento observado en la cromatografía de capa fina analítica CHCl3/MeOH 

(3:2), en donde el Rf resultante fue de 0,30 y 0,36 respectivamente (ver figura 9). 

 

 

Figura 9. Cromatografías de capa fina de las fracciones 1.3.2.1 (A) y 1.3.3.1 (B), bajo el 

sistema de solventes CHCl3/MeOH (3:2). 
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ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO MeOH/HCl (1:1) Y DE 

SUS FRACCIONES 

Con la finalidad de probar la actividad biológica de las fracciones y subfracciones 

provenientes del extracto crudo MeOH/HCl (1:1), se procedió a medir la actividad 

antibacteriana de las muestras frente a las diferentes cepas bacterianas. Esta prueba se 

realizó en todas las fracciones obtenidas, con excepción de la fracción 1.3.3.2 y de las 

particiones en cloroformo y acetato de etilo, debido a que la cantidad de cada una de las 

muestras era muy pequeña. Cabe destacar que ninguna de las fracciones ni el extracto 

crudo (MeOH/HCl) exhibieron actividad antibacteriana, lo cual implica a su vez que los 

metabolitos presentes en dicho extracto no generan actividad antibacteriana, esto al 

menos frente a las cepas bacterianas utilizadas en los bioensayos. 

 

ANÁLISIS ESPECTROSCÓPICOS 

En esta sección se presentan los resultados de los análisis espectroscópicos realizados, 

las muestras seleccionadas para ser procesadas fueron las que se consideraron como 

mezclas menos complejas según lo observado en las cromatografías de capa fina 

analítica de cada fracción.   

 

Análisis RMN de 
1
H de la fracción 1.3.3.1 

En el espectro RMN de 
1
H (600 MHz; MeOD) de la fracción 1.3.3.1 presentado en la 

figura 10, se puede observar que los diferentes solapamientos entre las señales 

demuestran la complejidad de la fracción y esto viene dado por la similitud entre los 

desplazamientos químicos generados por los componentes de la mezcla.  

 

Por ende, con la finalidad de simplificar el análisis del espectro, este fue dividido en tres 

zonas: Una alifática (A), otra glicosídica (B) y por ultimo una aromática (C). Cabe 

destacar que las señales observadas a 3,33 ppm y 4,92 ppm corresponden a los 

desplazamientos químicos de los solventes metanol y agua, respectivamente. 
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Figura 10. Espectro RMN de 

1
H (600 MHz; MeOD) de la fracción 1.3.3.1. 

 

Los desplazamientos químicos generados en la zona alifática, que va de 0 ppm a  

2,5 ppm (ampliada en la figura 11), se asocian a estructuras con esqueletos triterpénicos 

o de tipo esteroidal.  

A BC 
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Figura 11. Ampliación del espectro RMN de 

1
H (600 MHz; MeOD) de la fracción 

1.3.3.1 entre  0 ppm y 2,4 ppm, obtenida mediante el uso del programa TOPSPIN 

versión 4.0.8 descargado del servidor Bruker. 

 

Esta afirmación se sustenta al comparar y estudiar el espectro de RMN de 
1
H (400 MHz; 

MeOD) de una mezcla de β-sitoesterol y estigmasterol (Blandon, 2015), con el espectro 

de 
1
H (600 MHz; MeOD) de la fracción 1.3.3.1 (en la figura 12 se puede observar la 

similitud entre dichos espectros). Ambos poseen singletes de alta intensidad como el 

ubicado a δH 0,70 ppm y señales con desplazamientos químicos similares solapadas unas 

con otras, las cuales aparecen en forma de multipletes, como es el caso del grupo de 

señales entre 1,05 ppm y 0,85 ppm.  
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Figura 12. Comparación del espectro RMN de 

1
H (600 MHz; MeOD) de la  

fracción 1.3.3.1 (parte superior) con el espectro RMN de 
1
H (400 MHz; MeOD) de la 

mezcla  β-sitoesterol y Estigmasterol, reportado por Blandon, 2015 (parte inferior). 

 

La zona glicosídica se refiere a la presencia de unidades sacáridas en su estructura. Esto 

se puede confirmar cuando se observa el espectro RMN de 
1
H (400 MHz; MeOD) de 

estructuras glicosídicas como el ligularósido B y se compara con el de la fracción 

1.3.3.1. En la figura 13 se puede notar la similitud entre estos espectros, particularmente 

entre 3,0 ppm y 4,2 ppm, zona en la que se manifiestan múltiples señales solapadas unas 

con otras (multipletes). Estas señales, son características de un grupo de metabolitos 

denominados glicósidos y los desplazamientos químicos δH son generados por los 

β-Sitosterol Estigmasterol 
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protones de residuos sacáridos (Agrawal,  1992).  

 

Figura 13. Comparación del espectro RMN de 
1
H (600 MHz; MeOD) de la fracción 

1.3.3.1 (parte superior) con el espectro de RMN de 
1
H (400 MHz; MeOD) del 

ligularósido B (Meneses, 2015) (parte inferior). 

 

Los δH ubicados a campo bajo o zona aromática (ver figura 14), también brindan 

información acerca de la naturaleza de las estructuras que componen la mezcla, ya que 

este grupo de señales son características de protones aromáticos que se asocian a anillos 

bencénicos, pero también se pueden asociar a posibles insaturaciones en el esqueleto 
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esteroidal de una aglicona (Menezes, 2011; Roulard et al, 2017).  

 

Figura 14. Ampliación del espectro RMN de 
1
H (600 MHz; MeOD) de la fracción 

1.3.3.1 entre 6,7 ppm y 8,1 ppm, obtenida mediante el uso del programa TOPSPIN 

versión 4.0.8 descargado del servidor Bruker. 

 

Cabe destacar que los δH de protones olefínicos y de amidas pueden generarse entre  

5,0 ppm y 8,0 ppm, zona compartida parcialmente por las señales δH generadas por los 

protones anoméricos del glicósido (4,3 ppm a 5,9 ppm), siendo posibles señales 

correspondientes a protones anoméricos las señales con δH 5,1225 ppm, δH 5,3116 ppm, 

δH 5,6307 ppm y δH 5,7185 ppm (figura 15), ya que generalmente este tipo de señales se 

expresan en forma de doblete (Agrawal, 1992; Ghisalberti, 2006; Abouzid et al, 2008).  
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Figura 15. Ampliación del espectro RMN de 

1
H (600 MHz; MeOD) de la fracción 

1.3.3.1 entre 5,0 ppm y 5,8 ppm, obtenida mediante el uso del programa TOPSPIN  

versión 4.0.8 descargado del servidor Bruker. 

 

Análisis RMN de 
13

C de la fracción 1.3.3.1  

La información analizada a partir del espectro RMN de 
13

C (150 MHz; MeOD) de la 

fracción 1.3.3.1 mostrado en la figura 16 permitió determinar la naturaleza del tipo de 

esqueleto molecular. Las señales ubicadas a campo alto (0 ppm a 41 ppm), corresponden 

a desplazamientos químicos generados por cadenas alifáticas cíclicas de carácter 

esteroidal, las cuales se pueden asociar mediante comparación bibliográfica a glicósidos 

triterpénicos, esteroidales y glicoalcaloides. Partiendo desde este punto de vista, las 

señales ubicadas entre 45,77 ppm y 76,68 ppm corresponden a los desplazamientos 

químicos, δC, generados por los carbonos del resto glicosídico y a los unidos a 

heteroátomos, en un posible esqueleto esteroidal de la aglicona. Cabe destacar que la 

señal generada en 47,65 ppm corresponde al δC del solvente, en este caso del metanol 

(Silverstein, et al, 2005), y que el número de señales generadas por los átomos de 

carbono fue de 47, lo cual concuerda con el número de señales generadas por estructuras 

grandes como lo son esta clase de compuestos de tipo saponina (Cortés, 2017). 
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 Figura 16. Espectro RMN de 

13
C (150 MHz; MeOD) de la fracción 1.3.3.1. 

 

Al comparar el espectro RMN de 
13

C (150 MHz; MeOD) de la fracción 1.3.3.1 con el 

espectro RMN de 
13

C (100 MHz; MeOD) del ligularósido B (figura 17), la similitud de 

los desplazamientos químicos coincide, permitiendo inferir que al menos un componente 

de la mezcla se trata de una estructura de tipo saponina con resto sacárido, la cual se 

considera está en mayor proporción. Una zona característica para este tipo de 

compuestos es la situada entre 90 ppm y 100 ppm, aquí se posicionan los 

desplazamientos químicos de carbonos anoméricos en glicósidos (Agrawal, 1992). Es 

por esto que las señales en 92,11 ppm y 94,35 ppm indican la presencia de al menos dos 

unidades sacáridas unidas a una aglicona esteroidal o triterpénica a través de un enlace 

glicosídicos. 
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Figura 17. Espectro RMN de 

13
C (100 MHz; MeOD) del ligularósido B  

(Meneses, 2015). 

 

La zona entre 140,89 ppm y 113,80 ppm brinda mucha información con respecto a los 

desplazamientos. Aquí, se producen los desplazamientos químicos que pueden ser 

asociados al δC generado por carbonos aromáticos de anillos bencénicos y a posibles 

insaturaciones en la aglicona (Fu et al, 2009; Sidana et al, 2011). Además, el δC 

generado por el grupo    CN oscila entre 118 ppm y 124 ppm, lo que da lugar a la posible 
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existencia de glicósidos cianogénicos dentro de la mezcla de metabolitos por la cual está 

compuesta la muestra. El desplazamiento químico δC en 155,73 ppm es característico 

para carbonos unidos a grupos    OH en fenoles y el δC correspondiente a 179,52 ppm se 

asocia al generado por el carbono del grupo carbonilo en amidas (Silverstein et al, 

2005). 

 

Análisis del espectro IR de la fracción 1.3.3.1 

El IR fue útil para confirmar la presencia de grupos funcionales, lo cual permitió la 

inclusión de grupos de metabolitos específicos dentro de los posibles componentes de la 

mezcla.  

 

El espectro IR de la fracción 1.3.3.1 (figura 18), mostró una banda de absorción entre  

3469 cm
-1

 y 3238 cm
-1

, dicha señal se debe al estiramiento del enlace O-H proveniente 

de alcoholes y de posibles restos de H2O. La formación de enlaces de hidrógeno 

intermoleculares genera el ancho de la banda que se observa en la zona antes 

mencionada, lo cual no permite que se puedan observar claramente otras señales. Sin 

embargo, a pesar de estar solapadas, se pueden observar 5 bandas de absorción los 

cuales se asocian las vibraciones de la tensión del enlace N-H en aminas y amidas 

(Silverstein et al, 2005). 

 

También se puede observar una absorción débil a 2237 cm
-1

, la cual corresponde al 

estiramiento del triple enlace del grupo C≡N, el cual puede asociarse a la presencia de 

glicósidos cianogénicos dentro de la mezcla. La absorción observada como una banda 

débil a 1845 cm
-1

 corresponde al sobretono del estiramiento del enlace C-H en 

aromáticos, lo cual concuerda con la intensa banda de absorción a 1633 cm
-1

, que se 

asocia a la tensión del doble enlace C=C en anillos aromáticos. Es importante resaltar 

que la banda de absorción generado por el estiramiento del enlace C=O del grupo 

carbonilo en amidas también se observa en esta zona (1530 cm
-1

 a 1650 cm
-1

), por lo 

cual se puede deducir que este tipo de señal puede estar solapada (Silverstein et al, 

2005). 
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Figura 18. Espectro IR (KBr) de la fracción 1.3.3.1.  

 

La banda observada a 1408 cm
-1

 con intensidad moderada corresponde a la absorción 

generada por la flexión del enlace O-H en alcoholes o también puede corresponder al 

estiramiento del enlace C-N en amidas. Por otro lado, la banda de absorción 

moderadamente débil a 1104 cm
-1

 puede asociarse al estiramiento de los enlaces C-O en 

alcoholes o C-N en aminas alifáticas (Silverstein et al, 2005). 

 

Por último, se observan en 607,9 cm
-1

 y 476,4 cm
-1

 bandas asociadas a la vibración del 

enlace de flexión C-H fuera del plano en alquenos. Aunque también puede atribuirse a la 

banda de absorción generada por la flexión de enlace fuera del plano del anillo 

aromático en bencenos sustituidos (Silverstein et al, 2005). 
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Análisis RMN de 
1
H de la fracción 1.3.2.1 

El espectro RMN de 
1
H (600 MHz; MeOD) de la fracción 1.3.2.1 (figura 19) es muy 

semejante al de la fracción 1.3.3.1, esto se puede observar en la figura 20, en donde se 

comparan dichos espectros. La semejanza en estos espectros sugiere la existencia de 

estructuras similares, es decir de estructuras de tipo triterpénicas o esteroidal unidas a 

restos glicosídicos. De forma general y como se mencionó anteriormente, el espectro 

RMN de 
1
H se puede dividir en tres zonas: y una zona alifática (A), ubicada entre 0 ppm 

y 2,5 ppm la cual es generada por los δH de los protones del esqueleto triterpénico o 

esteroidal, una zona glicosídica (B), ubicada entre 3,0 ppm y 4,0 ppm generada por los 

δH de los protones del resto sacárido y una zona aromática ubicada entre 6,5 ppm y  

8,0 ppm (C), que viene dada por los δH de protones aromáticos. 

 

Figura 19. Espectro RMN de 
1
H (600 MHz; MeOD) de la fracción 1.3.2.1. 

C B A 
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Figura 20. Comparación de los espectros de RMN de 
1
H (600 MHz; MeOD) de las 

fracciones 1.3.3.1 (-) y 1.3.2.1 (-). 

 

Al ampliar el espectro RMN de 
1
H (600 MHz; MeOD) de la fracción 1.3.2.1 entre  

5,2 ppm y 6,0 ppm (figura 21) se puede observar una menor cantidad de señales y con 

menos intensidad que las del espectro RMN de 
1
H (600 MHz; MeOD) de la fracción 

1.3.3.1.  

 

Figura 21. Ampliación del espectro RMN de 
1
H (600 MHz; MeOD) de la fracción 

1.3.2.1 entre 5,2 ppm y 6,0 ppm, obtenida mediante el uso del programa TOPSPIN 

versión 4.0.8 descargado del servidor Bruker. 
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Como se explicó anteriormente, estas señales se asocian a los protones anoméricos de 

los residuos sacáridos y debido al grado de intensidad, algunas señales pueden estar 

solapadas por los δH de los protones del agua. 

 

Análisis del espectro IR de la fracción 1.3.2.1  

El espectro IR de la fracción 1.3.2.1 (figura 22) y el espectro IR de la muestra 1.3.3.1 

son muy similares (figura 23) y, al igual que en el caso anterior, fue útil para determinar 

la presencia de grupos funcionales en los componentes de la mezcla. 

 

Figura 22. Espectro IR (KBr) de la fracción 1.3.2.1. 
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Figura 23. Comparación de los espectros IR (KBr) de las fracciones  

1.3.3.1 (-) y 1.3.2.1 (-). 
 

Las bandas de absorción entre 3468 cm
-1

 y 3242 cm
-1

 se deben al estiramiento de enlaces 

O-H proveniente de alcoholes y de posibles restos de H2O, al igual que también a las 

vibraciones de la tensión de enlaces N-H en aminas y amidas. Las bandas de absorción 

débiles en 2255,58 cm
-1

 y 1852,48 cm
-1

 corresponden al estiramiento del triple enlace 

del grupo C≡N y al sobretono del estiramiento del enlace C-H en aromáticos, 

respectivamente (Silverstein et al., 2005).  

 

A 1637,10 cm
-1

 se observa una banda de absorbancia con gran intensidad la cual se 

asocia a la tensión del doble enlace C=C en anillos aromáticos y se estima que puede 

estar solapando el pico de absorción generado por el estiramiento del enlace C=O del 

grupo carbonilo en amidas. La señal en 1431,34 cm
-1

 corresponde a la absorción 
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generada por la flexión del enlace O-H en alcoholes o también puede corresponder al 

estiramiento del enlace C-N en amidas y la banda de absorción a 1112,45 cm
-1

 puede 

asociarse al estiramiento de los enlaces C-O en alcoholes o C-N en aminas alifáticas 

(Silverstein et al., 2005). 

 

Por último, las bandas de absorción a frecuencias en 617,41 cm
-1

 y 475,64 cm
-1

 están 

asociadas a la vibración del enlace de flexión C-H fuera del plano en alquenos y a la 

flexión de enlace fuera del plano del anillo aromático en bencenos sustituidos 

(Silverstein et al., 2005). 

 

Análisis RMN de 
13

C de la fracción 1.3.2.1  

El espectro RMN de 
13

C (150 MHz; MeOD) de la fracción 1.3.2.1 (figura 24) mantiene 

similitud con el de la fracción 1.3.3.1. En ambos espectros se observan los δC generados 

tanto por el resto sacárido, así como por los carbonos alifáticos cíclicos de carácter 

esteroidal (0 ppm a 75 ppm), al igual que los δC asociados a los carbonos anoméricos, 

que en el caso de la fracción 1.3.2.1, son considerados desplazamientos químicos de 

carbonos anoméricos las señales en 89,20 ppm, 94,29 ppm, 96,35 ppm y 105,97 ppm. 

Cabe destacar que la señal generada en 47 ppm corresponde al δC del solvente, en este 

caso del metanol (Silverstein et al., 2005), y que el número de señales generadas por los 

átomos de carbono fue de 64, una cantidad mayor que en la fracción 1.3.3.1, lo cual 

implica la presencia de más de un tipo de estructura en la mezcla. 

 

De igual forma para esta fracción, la cantidad de señales que aparecen en zona asociada 

a los δC generados por los carbonos en grupos cianos, aromáticos e insaturaciones  

(113 ppm, a 130 ppm) es mayor que la observada en el espectro RMN de 
13

C de la 

fracción 1.3.3.1, esto implica la posible existencia de heterociclos, así como de 

insaturaciones cercanas a heteroátomos. Además, a campo bajo se pueden observar dos 

señales, una a 157,40 ppm asociado al δC generado por carbonos aromáticos unidos al 

grupo -OH en fenoles y otra en 168,82 ppm, la cual se asocia al desplazamiento químico 

δC generado por el carbono del grupo carbonilo de amidas. 



41 

 

Figura 24. Espectro RMN de 
13

C (150 MHz; MeOD) de la fracción 1.3.2.1. 

 

Es importante resaltar que la comparación de los análisis espectroscópicos de IR (KBr), 

RMN de 
13

C (150 MHz; MeOD) y RMN de 
1
H (600 MHz; MeOD) de las fracciones 

1.3.3.1 y 1.3.2.1 permitieron observar que ambas poseen características similares y el 

estudio de dichos espectros hizo posible deducir que las dos fracciones están compuestas 

por una mezcla que se constituye principalmente por estructuras con esqueletos 

triterpénicos o esteroidales de tipo saponina unidas a restos sacáridos. Esto puede 

deducirse esencialmente por la presencia de señales características de protones y 

carbonos anoméricos observadas en los espectros de RMN de 
13

C y 
1
H al igual que 

gracias a la comparación bibliográfica con espectros RMN de estructuras glicosídicas 

como el ligularósido B reportado por Meneses (2015). 

 

Por otro lado, la existencia del grupo CN infiere la posible existencia de glicósidos 

cianogénicos, una hipótesis aceptable ya que por lo general este tipo de compuesto es de 

baja masa molecular. Además, es posible que existan otros componentes en la mezcla, el 

cual se estima que se trata de compuestos con al menos un grupo amida en su estructura 
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y un anillo aromático, ya que anteriormente en extractos en acetato de etilo de la 

diatomea P. tricornutum se aisló una especie de glicinamida con propiedades 

aleloquímicas, reportada por Wang et al., (2016) y mostrada en figura 25. 

 

 
Figura 25. Estructura molecular de la TYR-PRO-PHE-PRO-GLY-NH2 aislada a partir 

del extracto en acetato de etilo de la diatomea P. tricornutum reportado por  

Wang et al., 2016. 

  



 

 

CONCLUSIONES 

 

La cantidad de biomasa obtenida en los cultivos de P. tricornutum irradiados a 2755 lux 

es mayor que los irradiados a 3862,5 lux, tanto en la fase exponencial como en la 

estacionaria. 

 

El extracto etanólico obtenido a partir del cultivo de la diatomea P. tricornutum 

irradiado a 2755 lux y cosechado en fase estacionaria presenta actividad antibacteriana 

sobre las especies V. alginolyticus y V. parahaemolyticus. 

 

El extracto crudo MeOH/HCl (1:1) proveniente del cultivo de P. tricornutum irradiado a 

2755 lux y cosechado en fase estacionaria, al igual que sus fracciones, no ejercieron 

actividad frente a las cepas bacterianas: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Vibrio 

parahaemolyticus, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio alginolyticus y Staphylococcus 

aureus. 

 

El análisis de los espectros IR, RMN de 
13

C y de 
1
H sugiere que las fracciones 1.3.3.1 y 

1.3.2.1 son similares estructuralmente y están constituidas por una mezcla de 

compuestos con esqueletos triterpénicos o esteroidales unidos a restos sacáridos tipo 

saponina, además de estructuras con características similares a la TYR-PRO-PHE-PRO-

GLY-NH2. 
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CIENCIAS  QUÍMICA 

PRODUCTOS NATURALES 

 

 
 
 

 

 

 

 
Resumen (abstract): 
La diatomea Phaeodactylum tricornutum fue cultivada axénicamente y de forma 
unialgal en medio f/2 Guillard, exponiéndola a 2755 y 3862,5 lux. Las fases 
exponencial y estacionaria se alcanzaron a los 8 y 17 días respectivamente, 
obteniéndose 4 extractos etanólicos de los cuales sólo el irradiado a 2755 lux y 
cosechado en fase estacionaria presentó actividad antibacteriana frente a V. 
alginolyticus y V. parahaemolyticus. El residuo orgánico proveniente de este 
último cultivo, se maceró en una mezcla MeOH/HCl (1:1) obteniéndose un 
nuevo extracto, del cual mediante biparticiones y cromatografías de columna se 
pudieron un nuevo extracto, del cual, mediante biparticiones y cromatografías 
de columna, se pudieron obtener diferentes fracciones a las cuales se les 
evaluó su actividad antibacteriana frente a varias cepas y se les realizaron 
análisis espectroscópicos de RMN e IR, lo que permitió identificar la presencia 
de una familia de compuestos dentro de las subfracciones 1.3.3.1 y 1.3.2.1. En 
ambas, el estudio de los análisis espectroscópicos establece la presencia de 
estructuras con esqueletos triterpénicos o esteroidales unidas a restos 
sacáridos de tipo saponina, y también a estructuras de tipo aminoácido como la 
TYR-PRO-PHE-PRO-GLY-NH2. 
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