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FEESUMEN. -

e anclicdh guimicamente a Cgptroceras olavalaton Calaga

riaja de 1a familia Cer ami aceae para determinar
gstacionalments =1 contenido de Fum i d kadlnioo, l.a

metodolog! s utilizada coneta de dos secciones: wia para el
anfdlisis prowimal v la otra para el anhlisis gulmico. Esta
Bltima consistil principalmente  en Cromatograflia tie
Intercambia ITdnicn, Electroforesis v Cromatografla en papel
para la determinacidn de doide  kalpico v el rvesto de

aminsdcidos. Lasgs ocuantvificacioness se  llevaron a  cabo por
tdonicas colorimbiricas. El anflisis proximal ouestra

diferencias significativas entre las tres estaciones debhido
probablemente al  método de recolecoidn y  condiciones del
medio ambiente mientras gue el anblisis gulmico arrocdd wn
rendimients de  ac. kalnico de 186.594 mog/Fg en peso seco
para la musstra de obtofio? 85 que fue aprowimadamsnte 7 veroeos
mbe que el de veranofB6. En cuwanto 4 los aminchoidos libres
de C. clavalatuy en  obofio! B35 fue donde se encontrd el
porcentajs mdése  alto (1201370 comparados con verano’ 85
C1.9%) v verano®Be (Z.74). Los aminodcidos predominantes on
general fueron: alanina, glicina, serina, Acido glubtbmioco v
Acido agpbrtico. La importancia del doido kalnice radica en
s propiedad antihelmintica v sobre todo por swus mltiplos
aplicaciones en  Neurobiologla donde se wtiliza como un
potente newroexcitador.,




lLa presente Tesis constituye el primer trabajo
generado por el Proyecto de Investigacion Docente --
"Aprovechamiento del Potencial Farmacologico de las
Costas de Baja California", adscrito al Area de Qui-
mica de la Facultad de Ciencias Marinas y en cuyas -
instalaciones se desarrollaron todas las actividades
experimentales., Asimismo, representa al Programa =--

"YAINICO", pionero de este Provecto.
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F o ow F NPT RO T OGN

Desde tiempos remotos, las algas  marinas han sido
apraovechadas por el hombre. S5u uso se inicie en los palses
astaticos principalmente en China vy  Japdn  (Tseng, 1984

Nisizawa,1979).

For posesr unae gran variedad de propiedades que hacen
factible su ovtilizacidn en  campos muy diversos, las algas
marinas han despertado interés en algunas industriae, entre
ellas se encuentran la industrie alimenticia, agricola, de

ticocoloides y farmacéutices.

La wtilizacién de las algas marinas con propdsitos
medicinales no  es nueva, vy probablemente su papel en este
campo e  mag variado que lo gue comunmente ée conoce,
Muchas cultuwras, en especial las asiAticas, reportan
poderes curativos de ciertas algas, sohre todo wmarinas,
aptravechando estas propiedades para elaborar medicinas
popul ares. Los estudios mas antiguos y  detallados sobre
wate aspecto provienen de "Materia Medica" de Shen—nung, un
documento gue data tie 2700 a. 0. (Hoppe, 1979;
Misizawa,l1979). Segln la antigua literatuta china, desde
hace mas e 20 siglos este pals ha uwtilizado ocon

efectividad esspecies como Lawinaria Japonice v  Sargaisum




Tuzitorme sn 2 trataniento de bocio,escréfula v edemas
(Teeng,1984}). Desde hace 10 mil afios los  japoneses han
utilizado tradicionalmente algas mar iras., Comao lo

demuestran  las religuias de esas  gpocas, los npativos

conoclan muy bien especies como Efzenia blcovelis, Hizikia

Fussitormiz v Undaria pinnatitida (Nisizawa,1979).

lLos  Japoneses prepararon varios antihelminticos a

partir de Digenea simplex: uno llamado "Macnim" v el otrao

"Helminol" (Tseng,1944). For su parte la literatura China
reporta una  preparacion denominada  “Zheguoail! ~donde esta
alga es el principal ingrediente- usada también como

medicamento antihelmintico (Tseng, 1984).

El coreciente interés de los investigadores por los

productos farmaceuticos  algsles se demuestra por  la qran
cantidad de estudios que s& han llevado & cabo en tiempos
recientes en diferentes partes del mundo. Una revisidn de
la Medicina popular china culming con un enlistado en el
gue figuran 32 especies de alges marinas gue en forma de
"remedios caseros"  pusden curar diversas snfermedades como
escrbful a, parasistismo, bronguitis, hemorroi des,
enfermedades de las vias uwrinarias, etoc. (Ibid). Una
recopilacién detallada del tipo de enfermedad v especie as

la de Hoppe (1979 donde se citan algunas algas con accion

e
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e obtropica (Caulerpa damerouxiily., antirreuamdtica

{Ascaphvllun nodosym) hipocolesterolémica (Sargassun

mudticum) v antidiarréica (Chendrus crizpus) entre otras.

Diras  obras mas amplias son la Farmacologia Marins
publicada por Baslow (19277) y la serie Froductos Naturales
Marinos editade por Scheuwer desds 1978, Esta Ultima incluye
avanoes en el aislamiento, puwifticacion e identificacidn de
compuestos quimicos de egpecies marinas, sefialando para
algunas  casos sus  posibilidades dee uso  farmacéutico

(Goheuer, 1987) .

Entre los grupos d& investigacidn mbs prominentes se
cuenta @l japonés guienes iniciaron la investigacidn de los

componentes activos de Digernca simplex alrededor de 19590

(Nisizawa,l19279) gue habia sido usada por més de mil affos

cComo antiparasitico (Fattorusso Y Fiattelli, 1?80},
alcanzando particular importancia en la erradicacion de
Aszcariz zp. en el Japébn de la postguerra (Takemoto,1%78).
Los preparados de P, zimplex vtilizados por los japoneses
eran muy efectivos y no provoceban reacciones sacUndarias
adversas  @n el humario, pero  si presentaban dificil
ingestion por su olor y  sabor  desagradables.,  Buscantio
eliminarlos Murakami y c©ol. en 1953 trabajaron  con

extractos de D, gimplex logrando aislar &l "acido digénica”




—posteriormente 1lamado &cido kainico- come el responsable

de la actividad antiparasitica.

U  grupo estadounidense perteneciente &l California
Bea firant College Frogram hae incluido en los dltimos affos
un tema denominade  "Nuevos Froductos Marinos", cuyos
abijetivos de aislar nuevos compusstos quinicos v buscar su
actividad farmacoligica se realizaron a través del FPrograma
de udmica Marina v Farmacologia. Desde 1980, mas de dies
campuestos potencialmente Gtiles han sido descubliertos

(Fenical ,1982).

htro grupo, realizador de uno de los estudios mds
extensos en el campo de la Farmacologlia Marina, es el de la
prestigiada firma comercial de Laboratorios Suizos La Roche
mediante su RRIMF:  Roche Research  Institute of  Marine
Fharmascology.  Agrupando & numernsos cientificos de
diferentes disciplinas, se investigd la posibilidad de
@l aborar medicamentos a partir de algas marinas. De 159
especies estudiadas, obtavieron nuevas sustancias activas,
propiedades farmacolégicas no reportadas previamente vy
especies con  prometedora actividad, pero cuyos principios

activeos hasta abora no terminan de estudiarse (Baker, 1984).




£l presente trabajo constituye un paso mas en este
campa para  vinouwlar poco 8 paco a las Ciencias Marinas con
el sector productiveo, & diferencia de la antiguedad, cuando
lag algas gue se wutilizaban como drogas medicinales eran
parte de las tradiciones poptl ares transmitidas e

generacion en generacidn.

)




L. b &EpNTECEDENTES o -

El &oido kainico se obltuvo por primera ves o partir de
i-

etractos acuwosos de Digenea simplex que fueron adsorbidos

en una columa de alimine con formacion de una sal de plata

v finalmente cristalizacidn (Murakami v col.,1957%).

Durante el aislanmiento, Murakami v col. (1953
encontraron que  whd administracion oral de la fraccidn gue
contenia Acido kainico causaba uwna expulsidm del &67.7% de
parasitos intestinsles. El  &cido kainico vya purificado

mogtro actividad de alrededor del 704 en dosis de 10~20 mg.

Debidao & la gran importancia gque adguirié por su
afectividad el acido  kalnico, Heno vy ol (1955) se
dedicarorn a determinar 511 estructura cquimica,
caracterizandolo como un iminodcido cuva formula molecular
aa C‘°H¢DqN; Faralelamente, Murakami y col.{(1953), hicieron
detecciones colorimétricas de kalnico sobre cromatogramas
en papel! encontrando gue s& tolorea de amarillo con
ninhidrina, como prolina e hidrowiprolina v gue tambidn,
COino estos, produce coloracion caracteristica con
vainillina, isatina vy aloxan hacviendo posible distinguirlo

de otros  aminodcidos. Asi mismo, Satods vy col. (1957

desarrollaron un método colorimetrico para la determinacidn




cualitativa del  Acido kainico basandose en su reaccidn con
al o én.

Finalmente Ueno v col. (1957) realizaron la sintesis
guimica del Acido kainico, & través de la cual confirmaron

su estructura (fig.i):

i
CHy =C CH,, — COOH
a'a CUOH
H
FIG. 1.

ACIDO KAINICO
(C.clovulatum. )

Sugimoto en 1960 (citado por Takegi,1967 Yy por
Nisizawa,1979) realizé un  bioensayo preliminar para
observar el efecto antihelmintico del A&rcido kainico en
nitios de edad escolar. El  experimento consistid en la
administracién de wna dosis de 20 mg & 43 alumnos de una
escuela primaria. El1 &60.35% de los alusnos mostraron un
decremento &n el numero de huevos de gusanos parasitos,
mientras que e 39.94 estaba libre de dichos huevos. La
eficacia del 4dcido kalnico {fue mucho mejor comparada con
santonina,

Tamura (1962) encontrd que los extractos acuosos de

D.simplex provocan una fuerte parélisis motora en Ascaris




s, de cerdo. Menciona que el acide kainiecn inhibe 1a
deshidrogenasa muscular del pardsito de manera gue bloquea
sU respiracion tiswlar, causando su desprendimiento de la
pared del buéped.

N solamente €1 &rido kalnico es activo, su derivado
kainato de dietilendiamina también tiene accidn frente a
low helmintos parésitos del  intestino de la gallina: en
dosie de 100 mg/kKg la desparasita totalmente de Ascaridis

galli (Berenguer ,124%).

Muchos investigadores (Younken, 19673 Der Marderosian
196741979y Martin vy col,., 1973%; Takagi ,1975; BRaslow,1977;
Hasimoto, 19785 Hoppe, 1979 Scheuer, 1983, etc.) han citado
al Cawido kalinico como un antiparasitico potente.

En The Merchk Index (1983) se menciona también a)l dcido
kainico de .D. zimplex. como un  antihelmintico .Cita
ademas, dos medicamentos en los gue este compuesto es el
principio activo: "Digenin" y “Helminol™.

. En la actwalidad existe en México un medicamento

denominado DIGESAN (varmifugo), elaborado nor los
Laboratoricos Takeda, constituido por  Acido kainico vy
santonina como los principales ingredientes que =1

administra en dosis dnica en el tratamiento de ascariasis,
oxiuriasis v tricocefalosis. La dosis reguerida  de acido

kalnico es de S mg por adulto, mientras que para santonina

L2




es  de 50 mg/adulto (Diccionario de Easpecialidades

Farmaceuwticas, 1987) .

Flenamente identificado vy  ampliamente reconocido
dentro de la Farmacologia, como antihelmintico, durante
micho tiempo se desconecié la actividad del acido kainico
gue le ha atraldo nuevo interés vy gue ne fué descubierta
sino hasta la década de los afics 70, Estae acecidn  se
relaciona con su newotoxicidad, que ocasiona efechtos
secuntdarios que recientemente se han observado e inaluidﬁ

#n la bibliografia sobre productos farmacouticos (Ibid).

Ras&ndose en la observacidn de Tamura (1954, citado
por Shinozaki 1978) de gue el acido kainico mostraba  un
fuerte efecto de vomito sobre perros a los que s les
administraba &cido kainico de D;simglex, Shinozaki (1970}
evamindg ) efecto de este compuesto sobre la corteza
cerebral de rata, encontrando gue poses una potente accidn

voitatoria sobre las neuwronas cuandao =Y ) aplica
directamente sobre sllas. Olney v col. en 1974 (citado por
Shinoraki 1978) propusieron gue  fste se deblse a uwna
alteracion de las cargas idnicas y la permeabilidad de la
memnbrana celular. A partir de estos hechos, e inici6 entre

los neurdlagos una serie de epstudios tendientes a

aprovechar al acido kalrico en sus  investigaciones, dado




gue dnte puede  daffar selectivamente a las  neuronas
inyectandolo sobre varias regiones ced cerebhro dez
diferentes animales de experimeniacion en cantidades entre
los .5 nmoles—10 nmoles 1o cual significa que las bajas
concentraciones de acido  kalnico regueridas 1o hacen

altamente Lil en la investigeacidn biomddica.

Johnston v col. (19274) extrajeron algunas conclusiones
gobre el mecanismo de transmisidn del impuleo nerviosop
McuGeer v col. (1978) observaron gue produce alteraciones
enzimaticas; McBeer vy col. (1278L) midieron el tamaffo de
las lesiones en las neuronss despuées de inyectarlags con
acido keinico. Fibiger (1978) y Divac v col. (1978) (citado
por Fibiger,Ibid) encontraron gue invectado en las areas
del cerebro relacionsdas con la memoria y el aprendizaie,
canszaba deficiencias en ambos protesos. Basandose en toda
esta informacidn, MecGeer (1978) afirms gque 21 kKainico causa
destruccién selectiva de ciertas regiones de las cédlulas
nerviotes, por lo que puede ser usado para producir modelos
animales de enfermedades gque involucran pérdida o daffo de
neuronas en  lugares especlificos del cerebro como la Corea

de Huntington, anoxia, demencia senil vy epilepsia.

Recientemente Impellizzeri v col. (1979, en un estudio

realizado en las costas del Este de Sicilia encontraran

1




arido  kalnico en fentroceras olavolatum. A partir de

[ =

extractos etandlicos sg  obtuvo wn rendimiento de 1.9
mmoles/Kg en pesc seco. Hoppe{l?79) menciona la uwtilizacion
de C.clevulatum como  medicina popular desde tiempos

antiguos sobre todo en el Este de Asia.

11
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1.1.1 DEGCRIPCION DE LA ESPECIE BAJO ESTUDIO.

Centroceras slavulatunm (Fig.2 1lamada btambidn

Ceramiup clarulatun es una alga roja del orden de las

Ceramiales (familia Ceramiaceas) altamente variable.,

S caracteriza por  sus c&lulas subrectangul ares
arregladas en hileras regulares y por tener espinas nodal es
de una & tres celulas . La mayoris de las formas de especie
son regularmzEnte dicotomicas. l.a parte apical de wvwn par
dicotéomiceo tiende a curvarse como pinzas, la longitugd del
talo varla entre &9 com. dependiendo de la estacidn del
atto. Sus ramificaciones son abundantes y dan la impresidn

de: un “mechén®.,

Fresenta reproduccibn vegetativa, las ramificaciones
viejas se mueren separandose de la base, apareciendo nuevas
mas tarde. Froduce tetrasporas, mientras que la
reproduccion sexual es  por alternancia de generaciones

trifasica (Abbott vy Hollenberg, 197460,

Centrocerss clarulatum, se distribuye en el

mesolitoral superior e inferior sobre rocas cublertas de
arena, algunas veces i pequeffas porss de marea o bien

eplfita sobre algunas algas como Codium szp. v Coerallina zp.




Centroceras clavulatum.

FIG. 2

(Segin Abbott y Holienberg, 1976)



Se le puede encontrar en zonas proteygidas v expuesltas al

Gleale.

Tiene una amplia distribucidn en todo el  oundo,
principalmente en  todo California  desde Santa Crus hasta
Callao,Fert donde se le considera localidad tipo (Smith,
19625 Abbott vy Hollenberg,1974). También se ha encontrado
en Arabia {(Basson,1979), Las Antillas (Price v John,1979),
Fste de Gicilia (Dormaci vy col.,19284), Florida, donde en
este Witimo lugar puede alcanzar longitudes sntre 10-20 cm.
(waelkerling,1¢7&). En Méwico, se distribuye tanto en el
Facifico comp en el Bolfo de Médico (Barze-Rarpientos vy
col. ,19284), la Peninsula de Yucatdn (Huerta-Murguiz vy
col.;1987), etc. En Baja California, se ha encontradoe C.
clavulatum en  las costas del Pacifico (Dawson, 1946:196%;
Borquez—-Garcés,19282; Urbieta-Gonzdlez, 1982: Aguilar—-Rosas,
1982 como en el Golfo de California (Morris,1975). Dentro
de la Bahia de Todos Santos Aguilar—Rosas (1980) reports su
distribucitn en Ban Miguel v Villa de las Rosas y Aguilar-

Rosas (1980 en el Estero de Funta EBanda.

i4




1.2 OGBIETIVO.

Determinar la variacion estecional de &cido kainico en

el alga roja Centroeceras clavulatum en la zona comprendida

entre Punta Morvra v FPlaylitas en la Bahla de Todos Santos,

Baja California, Me&xico.




. €D PEAVT E R EALEE ¥ RETODROS .

2.1 lLaocalizacion del area de recoleccidn .-

l.a Bahia de Todos Santos estd localizada a 60 millas
natiticas al sur de la frontera México-bEstados Unidos, sobre
la costa 0Oeste de la Feninsula de Baja Dalifornia, entre
las %1° 407 vy 31°S&6°  latitud Norte y 116° 36 a 116&° S0
longitud Deste (Fig.3). Abarca un drea de 25,000 hectdreas

carnn 18 Em. de largo vy 14 Km. de  ancho (Secretaria de

Marina, 1974).

Al suroeste estd limitada por FPunta Benda y las Islas
Todos Santos, al narte por Punta San Miguel vy al oeste por
el Fuerto de Ensenada,Haia California, con peguelfas
salientes a lo largo de la costa (Ibid),

Funta Morro es una de las salientes mas cerconas al
Fuerto, la playa desde agqul hasta Ensenads es rocosa con
una entrada a una colina de diaorita intrusiva en direccién
ceste de la ciuvdad. Al sur de Funta Morro se encuentra una
playa de bolsilleo (conocida comanmente come "Flayitas"),
zona protegida constituida de roce fghea extrusiva, donde

2]l ciclo de plavas se manitiesta periddicamente. Durante el

1é
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periodo de erosion tinvierno) dominan las condiciones de
tormenta, la playa se encuentra cubierta por  cantos
rodadas, mientras gue en periodos de depositacion {(verano)

s cubre totalmente de arena (Ibhid).

bLos criterios utilizsados para seleccionar la estacidn

de colecta fuesron los siguientes:

1) Tamabo del manto algal

2) Accesibilidad & la zona de receolecaion

I) Distancia del &es de estudic al labo-
ratorio, en base a la disponibilidad de

Lransporte.

La estacion de colecta s ubicd en la zona comprendida
desde Funta Morro (enfrente del {faro) hasta poco antes del
inicio de la playa areposa de FPlayvitas. El  sustrato es
rocoso en  la zona de Punta Morro (zona de alta energla)d,
disminuyendo hacia el sur la energla vy por 1o tanto las

rocas estan cubiertas de arena.s

ig
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2.2. Recoleccitn e identificacion de la especie.~

La recoleccién de la especie s efectud duwrante los
meses de  agosto de 1985 (verano'83), ogtubre de 1985
(otofo " B5) vy anosto de 1986 (verano'85) de la zona
comprendida entre el mesclitoral medio e inferior. La
cantidad de muestra varid dependiendo de la estacicdn del

alo colecténdose de 1-2 Kg de material fresco.

Segun  Agullar-Roses (1987 la especie recolectada

carresponde a fenitroceras clavulaiup, cuya clasificacidn es

la siguientes
Divisidn:Rhodophyta
Clase: Floridophycea
hrden: Ceramiales
Familia: Ceramiaceas
Genern: Centroceras

Especier clavulatumn,

2.3. Transporte y tratamiento inicial.-

Inmediatamente después de colectadas, las algas se

transportaron en hiele al  laboratorio en donde se lavaron
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Con o agua dulce,  lueqgo e RISCUIrieron Y lLimpiaroan
manualm@nte para remover materia organica, eplifitas v otrogs
contaminantes. Posheriormente se separaron en 2 partes: una
para el analisie prosimal {parte 1Y y la oira para el
andlisis guimico {parte II).

Todas les actividades descritas en este punto vy los
giguientes se realizaron para las 3 muestras (verano 85,

otofic' 85 verano ‘Bé)y segin se muestra en la figura 4.
Y y £

2.3.1. Secado, molido v almacenado de la Parte 1.-

2w ]

t.as  algas se secaron, al  aire libre vy despugs &n
estufa a 40°C por un espacio de aprodimadamsnte & hes, con
el obiesto de facilitar la molienda v reportar  los
resultsdos en base al  peso seco.

Despues del secado se molieron finamente en un molino

de cuchillas o La harinag de algas se tamizcd para trabajar

conuwn determinado  tamabo de particula (0.5 mm)y vy
posteriormente =¥ almacenaron en recipientes de

polietileno.

2.4. ANALISIS PROXIMAL.-

Todas las determinaciones del andlisis prodimal se
realizaron en base al peso seco del alga y de acuerdo a los

mdtodos descritor por la ACO0.AGC, (1975).,
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24,1, Humedad, ~

l.a determinacidn de humedad se pfectud sometiendo las
muestras a 100-110° ¢ duwrante 4 hrs., realizando la

cuantificacion por diferencia en pesos.

2:.4.2. Ceniras.

Una wver determinado el porcentaijie de humedad, se
prozedia a calcular el contenide de minerales presentes en
2] algs., Se consideran comp cenizas al material remanents
despuds de una combustidn total de la materia orgdnica.
Fara ssto se colocd la muestra en una  mofla o S500-550° C
durante 12 hrs, cuantificéndose ]l porcenteije de cenizas

por diferencia en pesos.
SvALE. FProteinas. -

Se realiz6 de acuerdo al metodo Micro-Kjeldhal, gue
se basa en la destruccién total de la materia organica por
digestidn de la muestra en acido sulfdrico concentrado an
presencia de CuB0y v Fy 804 o

PFosteriormente se destila &l digerido en una solucidn
de arido bdrico 474 donde se capta el amoniaco; el ion
barato formatio 5E valora después Con drido

clorhidrico 0,01N. fsi, el acido consumido es enquivalente

3
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al amoniaco y por  lo tanto al  contenido de nitrdageno
orgénico en la muestra. El porecentalje de proteinas  se
uobhtiene multiplicando el porcentede de nitrdgeno orgéanico

por el factor &6.259.

2.4.4. Lipidos.-

Se determinaron mediante la extraceidn de la muestra
con cloraformo comoe salvente, durante 8 hrs. wtilirzando
para ello e] extractor de lipidos Boxhlet. los lipidos se
cuantificaron por la diferencia en peso inicial y final del
matrar receptor wha  ves evaptrado completamente €21

solvente.

2.4.5, Fibra Crudea. -

£l méetodo consiste en determinar el material
remanente, insoluble (polisacarido fibrose) propio de 1
pared celular gque gueds despuss de una hidrdlisis drastica,
para lo cual s mantiene a la muestra a reflujo en H SO
1.9% durante 30 minutos y despues en NaOH 2.5%4 durante el

mismn periodoe de tiempo.
Luegn se somete a una tenperatura entre 100110 O por

4 hrs, en estufa y por 12 hrs. a 450-8500°C en mufla. El




contenido de fibra cruda se obliene por la diferencia en

eSS,

2.0,6 Carbohidretos. -

Se determinaron restando la suma de los porcentajes de

humedad, cenizas, protelnas, lipidos vy fibra cruda al 100%,

2.59. ANALISIS BUIMICO.-

2.9, Extraccidan con solventes orgdnicos. -

La parte I del material biclégico, se macerd con
mortero en etanol al 704, El wmacerado se sometid a
extraccibn por agitacidn continua utilizando un agitador
mechinico por un peripdo de aproximadamente 20 hrs.

El  entracto estantlico se filtrd, uﬁilizando gasa
comerial para separar la fibra y después al vacio.

Posteriaormente se evapord &l minimo  volumen bajo
presion reducida  y se&  obtuve un concentrado para  cada
muestra, que se almacend a 4° 0 con el fin de evitar la

proliferacidon de microorganismos.




o
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2520 Eliminacidn de lipidos.-

Fl extracto concentrado se centrifugd varias veces a
10,000 RFM durante 1O minutos (Ultracentriftuga I1EB-200) par
eliminar particulas en suspensidng laviandose el residun con

agua desionizada en cada ocasidon.

Después de esta clarificacidon, se procedid a la
eliminacidn de los lipidos mediante extraccion con me:zclas

de éter-~etanol en una proporcion de (9:1).

2.5, 2, Purificacibtn parcial del extracto crudo "
{Intercambio Cationico)

Una pequela cantidad de extracte clarificado v
desgrasado se éplico a una resina de intercambio catidnico,
Dowex 50N,H+ y eluyenda con NH, OH  4M  para Ubténer la
Fraceidn de Amincdcidos (FAAY (Copper,1977). Ademds de las
muestras de cada estacion se aplictd este procedinmiento a
una mezcla esténdar de aminoacidos (Tabla VI, Anexo)
preparada e hase & la composicién reportada  para

Centroceras clavulatun del Mediterrdnen (Impellizzeri vy

col.,1975) .,
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2.09.4. Separacibon de aminodcidos. -
i

1 ntercambico Anidnico?

L.a fracecibn de aminodcidos ( incluida 1a mercleae de
sstindares sometida previamente a Intercambio Catidnico) se
aplicé a una resina de Intercambico Anidnico (ﬁGi,MECDd’).
b.a elucibtn de los aminoacidos se llevd a cabo mediante un
gradiente de pH usando Avido acético (Ibid),

De cada muestra se obtuvieron alrededor de J00
fracciones que se colectaron con la ayuda de un Colector de

Fracciones Automatico (Activator & 747403,

Todas las fracciones se evaporaron a seqguedad;
posteriormente se  recuperaron en el minimo volumen de agua
desionizada para 5L an&lisis slecroforatico v

cromatografico, asi como su cuantificacidn de amincdcidos.

2.%. 5. Analisis de fracciones, -

Cada fraccian fove sometida & electrofordsis en papel
usando como esténdar la mezola de aminoacidos mencionada en
el punto 2.6.3.. Esto permitio agruparlas, reuniendo en una
ap) a todas aquellas que mostraron los mismos resul tados. De

esta manera se redujo el ndmero de fracociones, teniendo

varias de un shlo componente v otros con dos o mas. Fara




convkirmar @) numer o e componentes en estas  nuevas
fracciones se aplich andlisis bidimensionel acoplando la

electroforésis con cromatografia,

Se probaron varinos revelsdores para aminoacidos como
ninhidrinag, vainillina, aloxén & isatina. En base a los
resul tados se seleccion®é ninhidrina £ Mo el me jor

revelador.

2.9.6, Cuantiticacidn de Acido Kainico.-

Una vezr que se identificéd por andlisis bidimensional
al acido kainico usando el estéandar correspondiente (5igma)
s procedid a la cuantificacidn mediante la tédonica
colorimétrica de Troll vy Cannan (1952) gue consiste en la
reaccion de un imincdcido con ninhidrina  {formando un
derivado rojo que se #trae en  bkenceno  transforméndose
répidamente en un compuesto amarillo al cual se le mide la
absorbancia a una longitud de onda de 440 nm. Previamente
s obtuvo la ecuacion de la recta a partir de una curva de
calibracién con la ayuda de ur espectrofotdmetro

ultravioleta~visible Bausch & Lomb (Spectronic 70).




2:9. 7. Ildentificacion v cuantificacion del resto de
aminoacidos. -

Las fracoiones agrupadas previamente {(diferentes del
dcideo kainico) se sometieron vepetidamente a andlisis
bidimensional usandeo estandares de aminodcidos para lograr
la identificacidn de s componente. Luego 56
cuantificaron mediante el método colorimeirico de Flummer
(1981)  previa ahtencion  de la curve de calibracidn

utilizando el espectrofotometro sefalado anteriormente.
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F.1 ANALISIS PROXIMAL.

La tabla I muestra la naturaleze quimica de

Centroceras clavulatunm durante wverano 83, otobMo ' g8%
y

verano '86.  En general, el orden  descendente de los
constituyentes principales fue el siguiepte: carbohidratos,

cenizas, fibra cruda, proteinas y lipidos,

El contenido de minerales determinado camo cenizas fue
casi el doble para verano'BS (40,39 7)) comparado  con
verano 848 (22,49 “)e Bin embargo las variaciones en
proteinas v lipidos de una estacion a otra fueron minimas.
Fara protelnas sg encontrd un rango de 2.16-%.51 % siendo
el valor mas bajo €]l de verano'Bé6 y el mas alto 1 de
verano'85. En cuanto & los lipidos las fluctuciones fueron
todavia menores con un maximo de 1.5 4 para verance'86 y un
minino de ©,6%1 %4 para verano B3,

El porcentaie de fibra cruda se comportd més o menos
uniforme durante las 3 estaciones con wuna diferencia maxima
de aproximadamente 4 4 entre el valor mayor {(12.18 %) que

corresponde & veranc'86 vy el menpr para  verano’'B85  con

g.28%.




A

Los valores de carbohidratos fueron mas altos para la

muestra de otoMp’'8% con

57.46 4y los

mas  bajos  para

vErano 83 ya gue presenta-un porcentaje de 42.44 %,

TABLA I.- ANALISIS PROXIMAL EN MATERIA SECA DE C.clavufatum
COMPONENTE VERANO "85 OTORO ' B85 VERANO'86
(%) meoia | PESV | mepia Dg?g_‘ meoia | Per
CENIZAS 40.39 | 0.63 17.06 | 0.15 22.49 0.60
PROTEINAS 3.51 0.45 2.64 0.17 2.16 0.28
LIPIDOS 0.61 0.04 0.62 0.07 b5 0.27
FIBRA CRUDA 8.28 0.49 n.2i 0.46 12.18 .32
CARBOHIDRATOS | 42.44 237 | 5746 | o047 52.57 3.08




.2 QUIMICD.

ANALTIGEIS

J3.2.1 Determinacién de Acido kainico. -

L.a tabla Il presenta el contenido de &cido kainico en

C clevulatum duwante verano’'83, ottolMo’'85 9y verano Bé

expresado en peso fresco ¥y &ECO.

LLa cuantificacitn de Acido kalnico se determind a

partir de la cuwrva de calibracion de la fig. 9. Se ohserva

entre las 3 estaciones siendo la

una gran diferencia
muestra de otofio en la que se enhcontrd la mayor
concentracion (186.534 mg/kg en peso seco) seguida por

verano'86 con un 2.7 mg/Kg en peso seco.  La muestra de

verano ' 85 unicamente | presentd muy bajas concentraciones.

TABLA IT - CONTENIDO DE ACIDO KAINICO EN C.clovuiolum
CONTENIDO! mg/kg DOE mg/kg DE HMmol/kg DE
ESTACIOR PESO FRESCO PESO  SECO PESO SECO
VERANO'BS T T T
oTONO' 8% 8.430 186.540 875.0
VERANO'86 0.276 2.7 13.0

TeTRAZAS

Ll
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3.2:2 Determinacity de aminodcidos libres,

En la tabla IIT1 se enlistan los  aminodcidos
determinados para €. clareletum en cada sestacidn analizada.
El namero total de aminodcidos encontrado en el extracto de
vetrano ‘83, otoMe'B5 vy verann’'86 fue de 18, 16 9y 23
respectivamente. En el extracto de verann'86 se detecté
glicina, &lanina, serina, prolina, lisina, acido glutdmico,
&oido aspartico vy Adcido kalnico con la probable presencha
de valina, *treonina e histidina. Para 8] mutracto de
verano 'Ba  se entontararon a alaninay glicina, serina,
treonina, praolina, lisina, ac. glutémico, &c. aspartico vy

ac. kainico vy se detectaron otros 9 amincdcidos que no

fueron identificados. La muestra de otoMo’'85% mostro
glicinay, alanina, gerina, lisina, ac. glutémico, ac.
aspartico vy ac. kainico con la presencia dudosa de

treonina, ademas de B aminoacidos no identificados.

v e




TABLA TIT AMINOACIDOS DETECTADOS EN C.clovuletum
AMINOI;\CIDO VERANO'S5 | OTONO'85 | VERANO'86
VAL = b +#%
GLI + S 4
AL A + + -
SER + + +
TRE + +#* %
PRO + - +
LIS 4 b =
HIS - - *
6Ly + o +
ASP 4 + +
KAl +4 + 2
DENT)FICADOS +(9) +18) +112)
iOTAL I8 16 23

+ = PRESENC!A
= =AUSENCIA

# ¢ PRESENCIA DUDOSA
{) =INDICAN EL NUMERO. DE AMINOACIDOS: NO IDENTIFICADOS
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La tabla IV muestra a los aminecécidos predominantes -
identificados-—- colocados en orden descendante de
concentracion para las 3 auestras. Determinados a nivel
semicuantitativo, éstos fueron alaniney glicina, serina,
acido glutémico v acido aspartico. Se observa una similitud
de amincicidos entre lps edxtractos de otofo 85 y verano;ﬂé
ya que ambos presentan la mi smea sRCUENCL A de
(alanina,serina) v (ac, glutamico,ac. aspartico?) con la
nica diferencia de gque glicina v dcido kalnico no  son
predominantes para verano'Bé6. La muestra de veranco'88
también posee &1 mismo orden en los amineoacidos acidos pero
no asi para los neutros donde ediste una relacion inversa
{alanina, glicina, serina) con respecto a las otras 2

estationes.




TABLA 1V AMINOACIDOS PREDOMINANTES IDENTIFICADOS EN
C.¢levulotum EN ORDEN DESCENDENTE DE CONCEN

TRACION.
AMINOACIDOS AMINOACIDOS
MUESTRA- NEUTROS . ACIDOS '
ALA G6LU
VERANHO "85 GLI ASP
SER
ALA C GLY
oToH o ‘8% SER ASP
GLI KA)
ALA 6LU
VERANO '86 SER ASP




En la fig. & se presentan los cromatogramas con las
pusiciones de los amincdcidos encontrados en cada extracto.
Cada mapa fue construido a partir de las posiciones
relativas de  los amincacidos  por cromatogratia en papel y
eglectroforésis asi  como por los Rf reportaedos en la tabla
VII (Brnexo).l.os amincécidos gue agul se muestran son 1os
mismos que se reportan en la ftabkla I1I, los esquenas se
construyeron para facilitar 1la visualizacion de la
variacibn estacional. En esta Ffigura se puede observar
claramente la similitud entre los patrones de ambos
veranos, aun cuandoe el extracto de verano’'84 muestra 5
aminpédcidos mas gue el de verano’'8%. También puede

apreciarse la diferencia con la muestra de otobo 85,

LR
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(a} VERANO '85
1= ASP 438ER Tz ALA
28GLU 5:PRO 8:GLI
3:TRE GzKAI Sz 1S
A,B.... G =NO IDENTIFICADOS
(b) OTONO '85
1zASP 4= SER 7:6L |
2eGLU 8= KAl 8:z1.1%
5:TRE Gz ALA
A',B' =NO IDENTIFICADOS
(c) VERANO '86
1z ASP 6:PRO 9:L1S
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3=TREP TzALA IevaL @
G=8ER 8zGLI
HyZ.....0 = NO IDENTIFICADOS

PATRON TIPICO DE AMINOACIDOS PARA EL

EXTRACTO DE VERANO'B5 (o), OTONO "85 {b) ¥ VERANO'86 (¢ ).




2.3 Cuantificacion de aminpdcidos libres, -

lLa  tabla V muestra los porcentajes de aminobdcidos
libres encontrados en €. colagruletum expresado en  peso
Tresco v  seco para los 3 extractos, Los  amincécidos se
cuantificaron por grupos de acuerdo al  metodo de Foammer
{1981, a partir de la curva de calibracion para
aminoacidos totales {(fig.7).8e observa oue la muestra de
otote '8 alcanzd @) contenido mas alto con 12.8% % seqguida
por la de verano ' 886 (2.72 %) v la de verano’'85 (1.95 %Y. En
cuanto a los grupos, el grupo I {(aminodcidos neutros mds no
identificados) predomind en las 3 estaciones, Los
amino&cidos no identificados {grupo 1) agbtuvieron un valor
relativamente bajo (1.5%) para verano'86: el grupe I11
faminoadcidos acidos mds no identificadosy fue mayor en
ctoMo " BS (4;5 %) siendo el menor el de verano 'BS (0,029 %),
También se observan diferencias entre e)l contenido de

aminoacidos en peso  fresco Yy seco en uwn orden de

aprodimadamente 10 entre las 3 eslaciones.

ind
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CONTENIDO DE AMINOACIDOS LIBRES DE C. clavulatum

TABLA &, -
DIVIDIDOS EN GRUPOS
PESO FRESCO PESO SECO
ESTACION GRUPO (mg%) (g %)
z 190. U 1924.20
57 - e
VERAND'8S
T 2.95 29.83
TOTAL 193.06 19%54.02
I B811.33 8211.81
m - .
oToNO'88
T 462 .68 4682.98
TOTAL 1274.01 12894.79
X i62.32 1642.90
b1 15, 55 187,37
VERANG'86
ITE 90.73 918.34
TOTAL 268.60 2718. 6l
GRUPD I = AMINOACIDOS NEUTROS + NO IDENTIFICADOS
GRUPO I =AMINOACIDOS KO IDENTIFICADOS

GRUPO IX

= AMINOACIDOS ACIDOS + NO IDENTIFICADOS
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ABSORBANCIA X 10°F

7.0 - /
60 -
5.0 -
4.0 -
3.0 -
2.0 -
y = 0.336560 X -9.501781 X 10°°
.
h0 / COEF. CORR. = 0.999
0.0 i T 1 T ¥ T T ¥ T f T
1.8 5.3 9,2 12.6 16.2 19.8
CONCENTRACION (mg/mi) X 107
FiG.7 CURVA DE .CALIBRACION PARA AMINOACIDOS TOTALES
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La figuwra 8 muestra los porcentalies de aminodcidos
libres en peso seco distribuwidos por grupos para las X
estaciones analiradas. Los porcentajes se tomaron de los
resultados de la tabla V, agul se presenta de una maners
m&s clara las diferencias porcentuales entre las muestras
asi mismo para los grupos de aminobdcidos. El grupo 11 estd
representado Gnicamente en el extracto de verano'Bé, en
cambio los grupos I y I11 aparecen en las tres estaciones.
Fueds noterse la abundancia tanto de amincdcidos neutros
como de  Acidos en la muestra de otofio’'BS a diferencia de

las obtras 2 muestras.
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4.1 ANALISISB PROXIHMAL,

La tendencia a disminuwir el porcentaje de cenivas y

proteinas de  un verano a otro que muestra €. clavulatun
segin la tabla I contrasta con la tendencia inversa que se
observa en &l porcentaje de lipidos y Fibra cruda.
Claramente HE observa estacionalidad de laosg
macroconstituyentes en esta  tabla. 5Sin embargo, no se
descarta la posible influencia de los cambios en el medio
ambiente marino ni las variaciones en gl método de coleciag
aunque esto tltimo no fue evaluado para  atirmarlo

categdricamente.

Los estudios de analisis proximal sobre sspecies de)d

genero Centreceras son muy es8Casos, aln entre especimnenes

de la misma familia (Ceramiaceaes). For ésta razdn es
dificil digponer de dicha informacidn, pues la mavoria de
los trabajos de este tipo s& realizan principalmente en
algas reconocidas comercialmente.

Bin embargo, si comparamos la media de los porcentajes
de los macroconstituyentes de la tabla I, obhservamos que el
valor de 26,634 de cenizas para €. clavulatur se aproxima

al wvalar reportado de 27.4%4 para Rhodvmenia palmata
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(Stephenson, 1974 vy al porcentaje de Z0.35 obtenido por

Florville—-Alejandre (1987) pera Gracilaria lemaneiformiz .

El  contenido protelce de la especie estudiada fue
relativamente bajo (valor medio es de 2.774) considerando
que la mayoria de las algas rojas son ricas en proteinas,
come lo reportan Stephenson (1974 vy Florville-Alejandre
(1987), ademds de Chang-Lee (1983), INDO-FPACIFIC (1965 vy
otras.

El porcentaje medio de lipidos (0.79%) eé muy inferior

en  comparacidn con el elaevatio valor de Plerocladia

caplillacea de 8.21%, encontrado por Chang-Lee (1983), sin
embargo es mé&s cercann a valores por debajo del 1%
reportados por INDO-PACIFIC (192635) para algunas Rhodophytas

como Gracilaria sp. & Hypnea sp.

Llama la atencion el alto contenido-de fibra cruda,
material estructural caracteristico de la pared celular,
cosiderando que en general, las Rhodophytas poseen bajo
contenido del componente estructural celulosa en la pared
celular (Dawes, 1986). El porcentaje medio obtenido para .

clavylatym de 10.56 es muy alto comparado con el reportado

por bBtephenson  (1974) para Rhodymenia palwata (2.1%4) vy e}

valor encontrado en Gracilaria verrucesa de 2.2% (Chang-

Lee,1983).
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For dltimo, en cuanto al contenido de carbohidratos de
Q.'gigggigigﬁ el valor promedio parallag 2 eshaciones fue
de 50.82 % que pusde considerarse auy elevado con respectp
al 38.489 Y obtenido por Flofvillemﬁlmjandre (1287)  para

Gracilaria Jlemaeitormisz, sin embrago algunas rhodophytas

han alcanzado valores arriba del 50 % ded total de los

macrroconstituyentes,; como Gracilaria coronepifelia con 58.4

Ay @Gelidium sp. que poses S50.1% 7% (INDO-FACIFIC, 1965) que
son valores més cercanns a los obtenidos pare Centroceras

clavulatum.

4.2 CONTENIDD DE ACIDD KAINICO.

La wvariacibn estacional del acido kainico (EAIY es
evidente enn la tabla IJ. Estos hallarzgos san similares a
los estudios de estacionalidad realizados por Mohsen vy col.
(1975) gquienes demostraron gue el contenido de aminoacidos
protefcos libres vy tcomnbinados en una rodophytay una
phasgophyta y una cloraphyta, varian ampliamente entre una
estacion y otra. Takagi y cvol. (19467, citado por Fattorusso
y FPiattelli,1980) encontraron  lo mismo para  Chondrus
veellatus. Seqgin Mohsen v ool. (1975); este tipo de

observaciongs es indicativo de la periddice incorporacion
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de aninoacidos a otras  estructuras de  mayor compleiidad,
principalmente las protelnas. Esta afirmacidn, vélida para
los aminoscidos més comunes, podriae invalidarse pare el
KAL, yva qgue éste no ha sido encontrado en proteinas ni
Tormando parte de otras estructuras. 8in embargo, se sabe
que  la mayoria de los aminoacidos no protelicos  son
derivados de los d-—amincacidos hallados en las proteinas
{Lehninger,1982), por lo gque las variaciones de KAI podrian
estar relacionados con la variavion de los amnincécidos
protelcos, en la Jorma en la gue lo determinara sy

metabolismo. Este -hasta la fecha- no ha sido publicado,

aunque se han reportado otros imincacidos en (. clavulatum

como el Acido beikidnico (RBAIY y el acido pipecélico (PIP)
(Fig.?,Anexa) gue se relacionan estructuralmente con el KEAI
(Impellizzeri v col,1975) v que podrian estar tambidén

relacionados metabolicamente.

Diro Factor involucrado en la prodoccion de  EAT
podria ser la localizacidn geogratica de los especimenes.
Esta afirmacién e apova en el hecho de que la

concentracidan encontrada para C.clavulfatun de la Bahia de

Todos Santos  fue de 0.875 mmoles/Kg con base al peso seco,
mientras gue en Ja misma pspecie de la costa Este de
Sicilia fue de 1.5 mmoles/Kg de peso seco (lbid), es decir,

aprodimadamente &l doble.

47




Camo  se menciond  en los antecedentes, la propiedad
antihelmintica del ac. kainico estd, desde hace tiempo,
plenamente reconocida. Gi edpresamos  la concentracionm

encontrada en €. clavulatum de la Bahla de Todos Santos en

atras unidades, podemos facilitar algunos calocuwlos:  ésta
fue de 186.54 wg/Fg peso seco. Considerando gue se
reqquleren aprodimadamente Dmg/adulto en dosis dnica para la
errradicacon de parasitos intestinales, entonces de cada Kg
de alga seca se podria obtener la cantidad necesaria para
el tratamiento de 37 pacientes.

El precio de)l producto antibhelmintico disponible en el
mercado (DIGESAN)  —alvededor de 1000 pesos- (1987) resulta
bajo comparado con el esfuerzo  invertido parea el
aislamiento del EAI de C. clavulatum va que la téonica
utilizada (Intercambio Jonico) es  laboriosa, sumdndose a
esto el monitoreo constante de amincacidos a traveés de todo
el experimento. 8in embargo hay aque recordar que  fue
realizado con fines exploratorios y que no necesariamente
debe repetirse en su totalidad a nivel industrial, puss en
este siempre s busca disminuir los costos en la
elaboracitén de un producto. Una purificacdn parcial del KA
disminuiria el trabajo v los costos sin modificar su accion
antihelmintica, por lo que podria wtilizarse para hacer
preparaciones médicas. Obtra alternativa viable serifa 1la

obtencién de extractos crudos para usarlos de la misma
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manera. En ambos casos,; habiendo realizado estudios previos
para demostrar que ninguno de los componentes adicionales
=5 nocivo para la salud.

For otro lado, existen también en el mercado otros
antihelminticos, aungue de menor potencia. Lo conveniente,
por lo tanto, seria comparar los costos de elaboracion de
estos medicamentos con los costos de los preparados de KAX
mencionados anteriormente.,

i por sLL menor rentabilidad frente = otros
antihelminticos el EAI pudiera ser desplarado, no sucede 1o
nismo en su uso como herrapienta en Newrobiologia .

Hasta la fecha s& han descubierto muchos compuestos
capates de producir lesiones selectivas sobre las neuronas,
1o que permite, como se planteo con anterioridad ,nuevas
aportuniades de avance en ésta ciencia. 8in embargo, el AT
ha mostrade ser &l més potente neuwroercitador de todos
ellos por lo gue a partir de 1970 se han incrementado éus
estudios sin  que hasta ahora baya otro que cause la
natwaleza e intensidad de sus efectos, FPare ser usado en
este campo, las sustancias deben ser de alta pureza, con la
calidad reguerida, la casa SIGMA Chemical Co. produce KAIX
cuyo precio ha variado con respecto al  tiempo (fig.
10,Anexo). 6i bien en nuestro pais no existe mercado para
el ac. kalnico comp herramienta en Newobiologia ~sélo un

investigador lo uwtiliza (Loper Colomé, 1984), nuestras
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condiciones econbmicas  son tales gue podria plantearse un
proceso corto dee aislamiento y  exportarse a paleseg

industrializados para una purificacién total.

4.3 CONTENIDO DE AMINDACIDOS LIBRES.

Los amincdcidos identificados presentados en la
tabla III vcoinciden con lous shtenidos por Ispellizzeri vy

col. (1970) para Centroceras olavulatuwp del Mediterrdneo,

con la nica diferencia de qgue ¢llos no detectaron
histidina, pero si trazas de arginina, que no se enconted
en este estudio. Los amincécidos no identificados podrian
estar relacionados con los aminoacidos libres  neo comunes
considerando la _abundancia de éstos en égta espetier acido
baikibénico, dcido pipecdlico, citrulina, L-sulfoxido de
metionina, tawina, etc. (Ibid). Sus posiciones en los
cramatogramas tde la fig.6H sugieren una naturaleza acidica
para unos, mientras que otros presentan caracteristicas de
amincacidos neutros. Sin embargo, con este tipo de andlisis

no es posible asignar estructuras quimicas.

Una observacion importante y que era de esperarse en
base a la bibliografia, es la escases: de aminodcidos

bidsicos., S0lo se detectd lisina e histidina, en bajo




contenido e inclusive la presencia de histidina es dudosa.
Eeitos resultados  concuerdan con los de Impellicceri vy col.,
(1973%) para . clavuletum que se caracterira por trazas de
arginina, ausencia de histidina v bajsa concerntracieon de
lisinay asi mismo Ji v col. (1980} encontraron 1o mismo

para Perphyra yezoensis « FPor su  parte, Takagi (1967)

reporta que fagrencia wipporica no contiens arginina e

histidina, con minima concentracion para lisina.

For otra parte, comparando el extracto de otobMo con el
de verano (considerando el nbmero maximo de amincdacidos) en
esta misma Fig. &, puede apreciarse la diferencia. 0.

clarvulatum poses mayor variedad en los extractos de verano

que en el de otolo, de la& misma manera que Cystocelira

barbata vy a diferéncia de Laurencia papillosa, gque presenta

un mayar numero en  otoffo {(Moheen vy egol., 1273). Esto
eafirma la proposicion de Mohsen (Ibhid) de que las
variaciones cualitativas no s6lo depoenden de la estacidn,

sino también de la especie en particular.

Los resultados de la tabla IV concuerdan con &l grupo
de Impelliszeri Yy  cOl., quienes encontraron en L.
clavulatup que alanina, ac. glutémiceo, glicina vy ac.
aspartico fueron los aminoacidos libres proteicos més

abundantes. Por su parte Fattorusso y Piattelli (1980)

proponen gue  en general  la composicidn de las algas se




caracteriza por bajas concentraciones de aminoacidos
hasicos vy uwna dominancia de alanina, ac. glutémico y ac.
aspartico. Lewis (1965) en wuna revisidn bibliografica sobre
el contenido de aminoécidos libres en algas marinas de la
India reporta lo mismo que los anteriores investigadores.
For otro lado, Ji vy col. (1980) encontraron gque
alanina, ac; glutamico v ac. aspartico son los aminodcidos

mas abundantes en Porpghyra vezeersis  proponiendo  que

estos aminodcidos deben ser muy activos en el metabol ismo
durante el crecimiento del alga. Fattorusso y Fiattelli en
1280 propusieron que la abundancia de amincadcidos neutros
(principalmente alanina), ac. glutémico y ac. aspartico en
la mayoria de las algas s& debe a su relacien con el
metabolismo de los &cidos tricarboxilicos. Lo anterior es
aceptable wi s toma en cuenta las caracteristicas
estructurales de éstos aminudcidos vy el papel de éusta ruta
metabblica en la obtencion de energia por celulas
aerbtbicas, ya que:
a) La estructuwa de alanina facilita su introduccion
al ciclo (via piruvato) con una ligera modifica—
cion {(Lehninger,1982).
b) Acido glutémico y acido aspartico se introducen mas

directamente por puntos especlficos al ciclo (Ibid)

La variactan estacional en el contenido total de los

aminoacidos libres de . clavulatum aparece en la tabla V
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La diferencia entre ambos veranos, aungue no fue muy grande
(aproximadamente 0.7%) podria deberse a la diferencia en la
cantidad delmaterial bioléogiceo tratado.

Aungue estos resultados cuantitativos no coinciden
con los de otros  investigadores, pueden sefialarse ciertas
relaciones: Mohsen y col. (1973) también encontraron que el
caontenido de amino&cidos libres mds alto se presentd en la
muestra de otoMo (3,04 seguido por verano (1.8%) para

tayrencia papillosa vy Enteromeorpha inteztinalis con 2,4% vy

1.8% para otolo y verano respectivamente v concluyen gue
los aminoscidos son mas abundantes en otofo e invierno gue
en primavera y verano, similar & lo que se encontré en (.
clavulatum . Los  resul tados de la .tabla Y podrian
explicarsee en base a la asimilacidn de aminodcidos por
macroalgas ya que la mayoria de las algas se desarrollan
MmAas répidameﬁte durante primavera y veranno, incorporando de
alguna manera los aminoacidos libres en el metabolismo. For
otra parte estos resultados son diferentes a los que

reporta Mohsen  y col, (19735) para Cystoceira barbata gue

poses un  mayvor contenido de aminoacidos libres dourante

verano que en otoMo.
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5, AN E LI R NS

=1 considera nreliminar puedan obtenerse algunas

conclusiones que daréan la panta para posteriores estudios:

1) 8 obsevaron variaciones estacional es en el
contenide de carbohidratos, cenizas, proteinas,

lipidos v fibra cruda.

2y Lentroceras clavulatun del drea de estudio mostrd

variacion estacional en el contenide de dcido
tainico siendo gl de la muestra de otofic el me s
elevado (186.%4 mg/Kg peso ssco) v gl de verano’'85

el mas bhajo.

2y La obtencion de acido kalnico on grandes cantidades
por Intercambio Idnico seria un proceso largo vy

tedioso.

4y En cuanto & los ampinoacidos libres aleanina,
glicina, serina, &cido glutdmico v &cidp aspirtico

resultaron los predominantes.

) La mayor concentracidn de amino&cidos libres se
encontréd en muestras de obtofio, aungue la variedad

fue mayor durante verano.




SR A B SO SO L O PR A S YR A A B L A

Algunas recomendaciones practicas son las siguientes:

Las dificultades en la recolecocidn de Centroceraz

clavulatum por su tamaMo vy distribucion sugiers la creacidn
de cultivos de éste especie para obtener ejemplares libres
de contaminantes, para investigar las condiciones aptimas

de desarrollo vy también para preservar el recurso.

For otro lado, serla conveniente analizar gquimicamente

las especies méas abundantes del género Centrpceras con el

obrjeto de detectar en ellas &cido kainico, ademds de

realizar estudios de variacion geografica en C.oclavulatup

tendientes a determinar el rendimiento méximo vy seleccionar

el lugar mas adecuado para su extraccian,

La bésqueda de oltros métodos quimicos diferentes del
Intercambio Idnico para obtener lps mismos resultados, pero
a su ver mas practicos & nivel industrial, tambieén es
recaomendable.

Una alternativa del édcido kainico como antihelmintico
seria en la administracion en forma de gxtractos semnlcrudos
o fraccién de amincacidos.

En Neurobiologla, la obtencidn de dcido kainico &

partir de Centroceras clavulatym podria ser rentable

considerando las dosis requeridas en cada experimento. Fara

&3
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eslo se reguiere un alto grade de pureza del dcido kainico
par lo tanto se podrias realizsar wna purificacion parcial
del extracto crudag  y prportarse como tal  a palses

industrializades para su purificacién tptal.
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TABLA VI

MEZCLA ESTANDAR DE AMINOACIDOS.

AMINOACIDO JMOL/100 MOLES
TRE 4.4
SER 1.3
GLU 8.3
PRO 31.6
GLI 2.7
ALA 34.44
LiS 1.7
ASN 7.8
ASP 2,63
KAl 5.17




TABLA I - VALORES DE R{ OBSERVADO PARA CADA AMI-
NOACIDO IDENTIFICADO EN C.clavulatum.
TIPO DE RY OBSERVADO | Rf OBSERVADO
Al
amnoacipo | AMINOACIDO T gesrray | (esTanpar)
LIS 0.165 0.165
BASICOS
1S 0.246 % 0.201
6Ll 0.288 0.282
ALA 0.385 0.388
SER 0.28% 0.284
NEUTROS
TRE 0.358 0.328
PRO 0.475 0.403 N
GLU 0.339 0.334
ACIDOS ASP 0. 271 0.274
KA 0.586 0.587

# VALOR DE Rf DUDOSO
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