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RESUMEN

Las caracteristicas de los carragenanos nativos producidos por el alga roja
Eucheuma uncinatum difiere en cierta medida de las caracteristicas fisicas y qu1mlcas de
un carragenano tipo iota.

Se realiza una caracterizacion fisico-quimica, de los carragenanos nativos y con
tratamiento alcalino de esta especie, mediante la determinacion del contenido de 3,6-
anhidrogalactosa, grupos hemiéster sulfato, espectroscopia de infrarojo, Resonancia
Magnética nuclear de Carbono 13 (RMN-C13), asi como la determinacion de la
viscosidad intrinseca y fuerza de gel, los resultados se comparan con los obtenidos para
carragenanos comerciales.

Los resultados obtenidos demuestran que esta especie es productora de
carragenano tipo iota, donde los carragenanos con tratamiento alcalino se aproximan en
propiedades fisicas y composicion quimica a un iota ideal. La desviacion observada en el
carragenano nativo puede ser atribuida en gran medida a la presencia del v-carragenano
precursor de iota y o, al efecto de factores ambientales.
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L-INTRODUCCION

Los carragenanos son una familia de polisacaridos sulfatados que se extraen con
agua caliente de la pared y matriz celular de algunos géneros de algas rojas, que incluyen
especies de siete familias: Solieriaceae, Rhabdoniaceae, Hypneaceae, Phyllophoraceae,
Gigartinaceae, Furcellariaceae y Rhodophyllidaceae (Dawes et al., 1977a; Deslandes, et
al., 1985; Craigie, 1990). Su uso en la industria farmacéutica y alimenticia, es extensa
debido a sus propiedades como agente gelificante, espesante y de suspension, entre otras
(Chapman y Chapman, 1980).

Estos polisacaridos se caracterizan quimicamente, por ser de cadena lineal en
donde la estructura del esqueleto esta formada por una secuencia alternante (A-B),, en la
cual, residuos de 3-D-galactopiranosa se unen glicosidicamente a través de las posiciones
1y 3 (unidades A) y residuos de a-D-galactopiranosa unidos a través de las posiciones 1 y

4 (unidades B) (secuencia alternante de enlaces o (1-3) y B (1-4)) (Painter, 1983) (Fig.1).

}—————— Neocarrabiose. —_— ]
}*Corrobiosa\{

Fig. 1 Unidades disacaridas repetitivas en carragenanos (Craigie, 1990).

La estructura repetitiva A-B de la carrabiosa, contiene una proporcion variable de
sustituciones, principalmente grupos hemiester sulfato (0SOs’), que pueden sustituir
cualquier grupo hidroxilo libre y el azicar 3,6 anhidrogalactosa que puede sustituir al

residuo enlazado en posicion (1-4). Los carragenanos han sido clasificados con base en



este patron de sustitucion (Rees, 1963; Dolan y Rees, 1965; Anderson,et al., 1968a,b,c y
1973; Lawson et al., 1973; McCandless y Craigie, 1979; Painter, 1983; Craigie, 1990).

Las unidades repetitivas pueden ser sustituidas de diversas maneras enmascarando
el patron secuencial idealizado. La estructura repetitiva de la carrabiosa puede alterarse
reemplazando la 3,6 anhidro-D-galactosa (unidad B) con residuos de D-galactopiranosa;
los grupos hidroxilos pueden ser sustituidos por grupos hemiester sulfato en varios
patrones o, mas raro, con grupos metilo y ocasionalmente con acido piravico como el
grupo 4, 6-O- carboxietilideno (Craigie 1990).

Los carragenanos de acuerdo a su composicion quimica, se clasifican en tres
familias principales; La familia Kappa (que incluye a las estructuras terminales kappa (k),
iota (1), omicron (0) y sus estructuras precursoras mu (p) y nua (v) respectivamente; la
familia Beta ( estructura terminal beta (), omega (®) y sus precursores gamma (y)) y, la
familia Lambda ( alfa (o ), theta (0), pi (%) y sus precursores delta (8), lambda (1) y xi (&)
( McCandless y Craigie, 1979, Greer y Yaphe, 1984a; Craigie, 1990) (Fig.2).

Recientemente, se ha propuesto que la nomenclatura original en letras griegas sea
sustituida por una nomenclatura mas sistematica, basada en su composicion quimica
(Knutsen et al., 1994) (Tabla.1).

En los carragenanos, propiedades fisicas tales como viscosidad y fuerza de gel
estan directamente relacionadas con su composicion quimica, en donde un contenido
mayor de grupos sulfatos corresponde a viscosidades mayores y menor fuerza de gel,
mientras que un contenido mayor de 3,6 anhidrogalactosa se relaciona a viscosidades
menores y mayor fuerza gelificante (Pernas et al., 1967).

En este sentido, carragenanos del tipo lambda con un alto contenido de grupos
sulfato y practicamente sin 3,6-anhidrogalactosa producen soluciones de alta viscosidad
pero carecen de capacidad gelificante (Smith et al., 1955). Carragenanos del tipo kappa
con un alto contenido de 3,6-anhidrogalactosa, donde el principal éster sulfato es el 4S
presente en la (1-3)-B-D-galactosa, tiene la capacidad de formar geles rigidos que
presentan sinéresis (proceso por el cual el polisacarido excluye agua de su matriz, por

congelacion o, por la aplicacion de presion al gel) (Guiseley et al, 1980).
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Figura 2.- Unidades repetitivas de los carragenanos (McCandless, 1981; Greer y Yaphe,
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Tabla No.1: Unidades disacaridas repetitivas de los carragenanos y la nueva nomenclatura
propuesta, (Knutsen et al., 1994).

Nomenclatura Codigo de

Anterior Nombre Propuesto Letras
Carragenano G-D

o Alfa Carragenosa 2-sulfato G-DA2S

B  Beta Carragenosa G-DA

y  Gamma | Carragenosa 6-sulfato G-D6S

&  Delta Carragenosa 2,6-disulfato G-D28S,68

0 Theta Carragenosa 2,2’-disulfato G2S-DA2S

1 Tota Carragenosa 2,4’ -disulfato G4S-DA2S

k  Kappa | Carragenosa 4’-sulfato G4S-DA

A Lambda | Carragenano 2,6,2’-trisulfato G2S-D28S,68

B Mu Carragenano 6,4 -disulfato G4S-D6S

\% Nu Carragenano 2,6,4’-trisulfato G4S-D2S,6S

E X Carragenano 2,2 -disulfato G2S-D2S

0 Omicron | Carragenano 2,4°-disulfato G4S-D2S

n  Pi 4’ 6’-0-(1-carboxietilideno) Carragenano 2,2 -disulfato | GP,2S-D2S§

vy Psi Carragenano 6,6’-disulfato G6S-D6S

® Omega | Carragenosa 6’-sulfato G6S-DA

Donde: G es la unidad enlazada en posicion (1-3) y la unidad enlazada en (1-4) se denomina D en
carragenanos y L en agar, DA se refiere a la unidad enlazada en (1-4) en forma de 3,6-anhidrogalactosa.

Figura No. 3: Clasificacion de Carragenanos de acuerdo a especies gelificantes y
potencialmente gelificantes de acuerdo a su composicion (Davidson, 1980).
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En el iota carragenano, ademas del 4 S en la unidad enlazada en 3, virtualmente
toda la unidad enlazada en 4 se encuentra como 3,6-anhidrogalactosa-2-sulfato y forma
geles suaves similares a la gelatina que no presentan sinéresis (Fig. 3) (Guiseley et al,
1980; Stanley, 1987).

Por otra parte, cuando solo la mitad de los residuos de la 3,6 anhidrogalactosa se
encuentran sulfatados, los geles son débiles y quebradizos, esto puede explicarse por el
hecho de que moléculas de este tipo son esencialmente hibridos (mezcla de los dos tipos
extremos kappa e iota) y por tanto carecen de la regularidad estructural necesaria para la
formacion de gel (Stancioff y Stanley, 1969).

Los carragenanos son productos finales de varios pasos enzimaticos que conducen
a su biogénesis por lo que deben ser considerados como entidades heterogéneas donde
ocurren variaciones en el contenido de 3,6-anhidro-a-D-galactosa y grupos sulfato,
debido principalmente, a diferentes niveles de conversion de las estructuras precursoras a
estructuras terminales. El grado de conversion depende, entre otros factores, del habitat y
condiciones ambientales que controlan la actividad de las sulfoeliminasas (Craigie y Wong,
1979; McCandless y Craigie, 1979, Painter, 1983 y Craigie,1990). Bodeau-Bellion (1983)
en base a estudios enzimaticos, sugiere una ruta fotosintética para iota y kappa
carragenano (Fig.4).

Con base en lo anterior es raro que se reporte que un alga contenga un solo tipo de
carragenano y es dificil determinar, si varios carragenanos ocurren o no como entidades
quimicas separadas en una mezcla de polisacaridos de la pared celular, o si se encuentran
glicosidicamente enlazados a una macromolécula hibrida sencilla (Haug, 1974, Painter,
1983; Craigie, 1990). Desde este punto de vista puede ser que no existan homopolimeros
(formados con un solo tipo de estructura disacarida repetitiva ) y los constituyentes
principales de los carragenanos varien de especie a especie con diferentes estructuras
hibridas ( Pernas et al., 1967, Stancioff y Stanley, 1969; McCandless et al., 1973; Dawes
et al, 1977a; Bellion, et al., 1981; Usov et al., 1980, Rochas y Heyraud, 1981; Greer y
Yaphe, 1984 a y b, Knutsen y Grasdalen, 1987, Liao et al., 1993; Chiovitti et al., 1995 a'y
b; Piculell et al., 1981 ).



Figura No. 4: Hipotesis acerca de la biosintesis de carragenanos. (A), Especies de

FEucheuma y Ahnfeltia;, (B), Gigartina stellata, (C), Chondrus crispus (Bodeau-Bellion,

1983).
A SO4 SO4
J 2
v-Carragenano = 1- Carragenano = k-Carragenano
Enzima 1 Enzima 2
B Ely ;2 1-Carragenano
v-Carragenano E2 ey E2
= u-Carragenano = k-Carragenano
C
p-Carragenano El'® k-Carragenano Er= 1-Carragenano
1 S04 7804

Donde: El: Sulfohidrolasa que actia en C6
E2: Sulfohidrolasa que actia en C2
En G. stellata la biosintesis de carragenano puede ser similar a la primer ruta (A) o bién seguir la ruta
(B) donde ambas enzimas sulfohidrolasas aunque presentes, alguna de ellas puede ser parcialmente
reprimida.
E’1: Sulfohidrolasa que actiia en C6 especifica para p-carr.
E’2: Enzima sulfatante que actiia en C2 de la unidad enlazada en (1-4).

En algunos miembros de las Gigartinaceae y Phyllophoraceae, existe una
diferenciacion de los carragenanos de acuerdo al estadio de vida, por e€j. los géneros
Iridaea, Chondrus y Gigartina, producen carragenanos de la familia Kappa en su fase
haploide (gametofita), mientras que la fase diploide (tetraesporofita) produce
carragenanos de la familia Lambda, (McCandless et al, 1973, 1975, McCandless et al,,
1982; Painter, 1983 y Craigie, 1990).

Para los miembros de la familia Solieriaceae, del género Fucheuma y
Kappaphycus existe mas uniformidad en el tipo de carragenano que producen y no se han
observado diferencias en las fases reproductivas. Ademas, todos los miembros de este

grupo producen carragenanos de la familia Kappa (x, 1, {1, v, 0) a excepcion de Eucheuma




gelatinae y Eucheuma speciosum, que producen un carragenano hibrido del tipo beta-
kappa-gamma (Greer y Yaphe, 1984a; Santos, 1989). Kappaphycus alvarezii (antes
Fucheuma cottonii) se aproxima a un kappa carragenano ideal, aunque contiene pequefios
segmentos de iota carragenano (Bellion et al., 1983; Craigie, 1990), K. inerme, K.
striatum, K. procrusteanum, K. cottonii producen kappa (Santos, 1989) y E
odontophorum, E. platycladum, contienen carragenanos del tipo Kappa-iota (Santos,
1989); mientras que E. isiforme (E. nudum) contiene un carragenano hibrido del tipo Iota-
nu-kappa (Greer y Yaphe, 1984b) y E. arnoldii, E. spinosum, E. dentyculatum y E. serra
producen iota carragenano (Dawes et al., 1977a y b; Santos, 1989 y Craigie, 1990).

El alga roja Eucheuma uncinatum, motivo de este estudio, es una especie
endémica del Golfo de California (Norris 1975, cit por Zertuche-Gonzalez 1988) se
clasifica como una especie productora de carragenanos del tipo iota (Stancioff y Stanley,
1969; Lawson et al., 1973, Dawes et al., 1977b y Santos, 1979).

Stancioff y Stanley (1969) reportan para E.uncinatum una forma de iota
carragenano, ademas la presencia de la estructura precursora v carragenano. Lawson et al.
(1973) reportan también que el carragenano de E.uncinatum corresponde a una variante
de iota-carragenano que presenta un patron de sulfatacion menor al iota carragenano ideal.
Por su parte Dawes et al. (1977b) encuentran que el carragenano de E. wuncinatum
presenta un nivel de sulfatacion mayor al reportado por los autores anteriores el cual,
posterior a un tratamiento alcalino se aproxima a la razon molar teorica de 0.5:0.5:1.0
(referido por hexosa) de un iota carragenano ideal. Bixler en 1996, clasifica a E.
uncinatum como un carragenano hibrido del tipo iota / kappa.

Respecto a las propiedades, el carragenano nativo producido por E. uncinatum es
incapaz de formar geles. Sin embargo, para carragenanos obtenidos en condiciones
alcalinas Santos (1989) encuentra una fuerza de gel de 84 g/cm? mientras que Dawes et
al. (1977b) reportan geles de alta resistencia de hasta 495 gr/cm* y Guist (1989) reporta
algo similar con 506 gr/cm?® .

Las diferencias en composicion quimica y propiedades antes mencionadas,
respecto a carragenanos del tipo iota, plantea interrogantes acerca de la estructura de los

carragenanos nativos y con tratamiento alcalino de E. uncinatum.



En el Instituto de Investigaciones Oceanologicas de la Universidad Auténoma de
Baja California, desde 1985 se ha desarrollado el cultivo E. uncinatum bajo diferentes
condiciones de luz, nutrientes y épocas del afio.

Aunque se han realizado diversos trabajos sobre la composicion quimica de sus
carragenanos, no se han analizado sus propiedades fisicas (Correa-Diaz, 1987, Zertuche-
Gonzalez, 1988; Vega-Castro y Martinez-Rocha, 1989 y Zertuche-Gonzalez et al., 1993).

A pesar de que se ha encontrado que en esta especie, independientemente del
estadio de vida, localidad de colecta o estacion del afio, produce carragenano del tipo iota
(Dawes, 1977b; Correa-Diaz, 1987; Zertuche-Gonzalez, 1988 y Zertuche-Gonzalez et al.,
1993), su composicion quimica, no siempre coincide con la composicion teorica de un iota
carragenano ideal.

En el presente trabajo, se estudian los carragenanos que produce E. uncinatum del
Golfo de California y se establece su similitud en composicion quimica y propiedades,
respecto a carragenanos comerciales.

La determinacion de la estructura de un polisacarido puede implicar el analisis
cualitativo y cuantitativo de los monosacaridos componentes, grupos sustituyentes,
conformacion y tamafio molecular entre otros (Usov, 1984).

Por otra parte es dificil responder todas las interrogantes de la estructura fina
acerca de la molécula de los carragenanos y generalmente es necesario el empleo de mas
de una técnica analitica; para este propdsito, se han empleado métodos quimicos, fisicos,
inmunolégicos, enzimaticos y espectroscopicos (Bodeau-Bellion, 1983, Stevenson y
Furneaux, 1991).

Ya que los carragenanos nativos estan formados por una mezcla de estructuras y
estas difieren considerablemente de las estructuras terminales, el tratamiento alcalino de
los carragenanos puede ser un auxiliar importante en definir en forma mas precisa el tipo
de carragenanos que se encuentran en una especie en particular (Smidsrod, et al., 1967).

Respecto a la espectroscopia de infrarojo, como fué notado por Bellion et al.
(1983) es un buen método preliminar pero no es suficientemente preciso para detectar
precursores de carragenano. Peats (1981) empleando el infrarojo en forma cuantitativa,

encontré una correlacion entre la razon de la absorcion a 805 y 845 cm™ contra el



contenido de sulfatos por hexosa. De manera similar Cosson et al. (1995) encontraron
que existe correlacion entre la razon de la intensidad de las bandas a 1250 y 1050 em’™ con
el contenido de sulfatos totales. Rochas et al. (1986) en un estudio més amplio,
correlacioné diferentes razones entre las intensidades de bandas respecto a la banda a
2920 cm™ correspondiente al total de carbohidratos (enlace C-H) contra el grado de
sulfatacion en agar y carragenanos para estimar el contenido de sulfatos.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), de proton (RMN-H) y
de carbono-13 (RMN-C13), es un método no destructivo que ha dado la mayoria de la
informacion estructural en el estudio de los polisacaridos (Bhattacharjee et al. 1978; Usov,
1984). El espectro de RMN-C13, aunque de menor sensibilidad, es menos complejo que
el de protén y su uso permite diferenciar entre agares y carragenanos, asi como la
presencia de los carragenanos k, 1y B, aislados o incluso cuando se presentan en el mismo
carragenano (Usov et al., 1980; Usov, 1984; Greer y Yaphe, 1984a; Bellion et al. 1983),
ademas de la identificacion, puede determinarse la proporcion de cada componente
mediante la integracion del area bajo la curva de cada sefial y en conjunto con técnicas
tales como fraccionacion o hidrolisis enzimatica parecen ser promisorias para descifrar la
estructura fina de carragenanos (Bellion, 1983; Usov, 1984).

En el presente trabajo, se caracterizan los carragenanos de Eucheuma uncinatum
antes y después de un tratamiento alcalino, mediante la aplicacion de métodos fisicos,
quimicos y espectroscopicos y se comparan con carragenanos comerciales del tipo Kappa,

Tota y Lambda.
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L.1.-OBJETIVO:

Caracterizar los carragenanos de Fucheuma uncinatum, Setchell y Gardner, del
Golfo de California, por medio de pruebas fisico-quimicas antes y después de un
tratamiento alcalino y comparar su similitud respecto a carragenanos comerciales del tipo

kappa, iota o lambda.
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IL-MATERIALES Y METODOS:

Se extrajeron los carragenanos nativos de especimenes cistocarpicos y estériles de
Fucheuma uncinatum, se rtecuperaron de la solucion por precipitacion con sales
cuaternarias de amonio, se obtuvo una muestra adicional se extrajo en condiciones
alcalinas y se precipito con etanol. Los carragenanos nativos fueron sometidos a un
tratamiento alcalino. La caracterizacion fisico-quimica de los carragenanos nativos y con
tratamiento alcalino, asi como de muestras comerciales, se realizo mediante la
cuantificacion de 3,6-anhidrogalactosa, grupos hemiéster sulfato, viscosidad intrinseca,
fuerza de gel, espectroscopia de infrarojo y resonancia magnética nuclear de carbono 13
(RMN C13) (a excepcion de las muestras comerciales) . Los resultados obtenidos se
analizaron mediante una prueba de bondad de ajuste. Para la muestra obtenida por

precipitacion directa con etanol solo se obtuvieron los espectros de infrarojo y RMN C13.

11.10btencidén de muestras:

Muestras de E. uncinatum fueron colectadas durante la primavera de 1995 en
praderas naturales de Bahia de los Angeles, Baja Cfa. (Golfo de California) se secaron al
sol hasta un contenido de humedad menor al 15 % para su conservacion.

Las muestras secas fueron identificadas por comparacion con muestras de herbario
(Pacheco-Ruiz, com. per.). La muestra seca se fracciond en dos submuestras: a)
ejemplares cistocarpicos (A) y b) ejemplares estériles (B) (sin la presencia de estructuras
reproductivas visibles). Cada submuestra se sometio a molienda en un molino de turbina
con camara de acero inoxidable hasta un tamafio de particula de entre 60 a 100 mesh y

posteriormente se separaron en tamices de 12, 32 (0.5 mm) y 42 mesh (0.355 mm).
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11.2 Carragenanos comerciales:

Para fines de comparacion, se emplearon los siguientes carragenanos comerciales:
Kappa: Sigma Tipo III, lote: 120H052:

Tota : Sigma Tipo V, lote: 27F0373
Lambda : Sigma Tipo IV, lote: 21H0322

I1.3 .- Extraccion de carragenanos:

Se empleo el método descrito por Craigie y Leigh (1978).
I1.3.1.- a) Pretratamiento:

El alga seca molida, con un tamafio de particula de entre 0.35 a 0.5 mm, se
despigment6 lavando dos veces con acetona, dos veces con etanol hirviendo al 80 % (v/v),
dos veces con etanol concentrado y dos veces con éter etilico. Posteriormente la muestra
se deseco a 60°C hasta peso constante.

11.3.2 - b) Extraccion:

Tres gramos de muestra seca despigmentada se extrajeron en 450 ml de Na2COs
0.5 M a 90°C por 2 horas, se filtré a vacio a través de tierra de diatomeas (dicalite 4200)
empleando papel filtro Whatman # 1 y posteriormente la solucion caliente se volvid a
filtrar en filtro de fibra de vidrio GFC. La solucion clarificada de carragenano a T> 50°C
se precipitd adicionando el extracto sobre 150 ml de una solucion al 5 % de cloruro de
cetilpiridina (cetavlon). El coagulo resultante se lavo dos veces con agua destilada, 7 veces
con etanol (95%) saturado con acetato de sodio (la eliminacion de cetavlon fué seguida
por la disminucion de la absorbancia a 260 nm tal como lo sugiere Craigie et al., op.cit.),
3 veces con etanol al 95 %, eter dietilico y posteriormente se secO sobre drierita en estufa
de conveccion a 60°C por 72 horas.

11.3 .3 .- Extraccion de muestra precipitada con etanol:

Tres gramos de muestra seca despigmentada se extrajeron en 450 ml de NaOH 1.0
M a 90°C por 30 minutos, se filtr6 a vacio a través de tierra de diatomeas (dicalite 4200)

empleando papel filtro Whatman # 1 y posteriormente la solucion caliente se volvio a
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filtrar en filtro de fibra de vidrio GFC. La solucion clarificada de carragenano a T> 50°C
se le agregan 2.6 g de cloruro de sodio (NaCl) y se precipité adicionando el extracto sobre
dos voliimenes de etanol. La fibra resultante, se lavd dos veces con etanol al 70 %, dos
veces con etanol concentrado y una vez con eter dietilico, posteriormente se secO sobre

drierita en estufa de conveccion a 60°C por 72 horas.

11.4 .- Tratamiento Alcalino:

Se empled el método descrito por Craigie y Leigh (1978).

Un gramo de carragenano de sodio se disolvio en 200 ml de agua destilada para
proteger de la degradacién alcalina, se agregaron 200 mg del compuesto reductor
tetrahidruro de boro vy sodio (NaBH4). Se dejo en agitacion a temperatura ambiente por
20 horas. Posteriormente se agregaron 600 mg adicionales de NaBH4 y 100 ml de NaOH
3M, se mezclo y se calentd a 80°C por 7 horas. Se dejo enfriar a temperatura ambiente,
(como una modificacién a la técnica descrita por Craigie y Leigh, se precipitd
directamente con etanol) se le agregaron 1.7 gr de NaCl y se precipitd con dos volumenes
de etanol. La fibra resultante se lavo exahustivamente con etanol al 70% hasta que no
hubo remanentes de alcali y sales (prueba negativa para cloruros con nitrato de plata); se

lavé dos veces con etanol concentrado, éter dietilico y se secod a 60°C por 72 horas.

I1.5 -Caracterizacidn Fisico-quimica:

11.5.1 -Determinacion de Humedad en Carragenanos:

El porcentaje de humedad se obtuvo gravimétricamente por diferencia de pesos,
colocando el carragenano en navecillas de aluminio a peso constante, se desecO sobre
drierita en estufa de conveccion a 60 °C por 72 horas y se determin6 el peso seco. Debido
a que los carragenanos son altamente higroscopicos, las determinaciones de humedad se
realizaron simultaneamente para cada analisis, para realizar las correcciones pertinentes a

cada prueba.
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11.5.2.-Cuantificacion de 3.6-anhidrogalactosa :

Se empleo el método de resorcinol-acetal de Yaphe y Arsenault (1965) modificado
por Craigie y Leigh (1978). Se us6 D-fructosa como estandar y el resultado obtenido se

multiplic6 por el factor de correccion 1.087.

11.5.3 .-Galactosa:
Se estim6 por diferencia con el 100% de la suma de 3,6-anhidrogalactosa y grupos
sulfato, asumiendo que el carragenano contiene solo galactosa, anhidrogalactosa y sulfatos

(Dawes et al., 1977a).

11.5.4 .- Cuantificacion de Carbohidratos Reductores Totales:

Se empled el método colorimétrico de Dubois et al. (1956). Se emplearon glucosa
y galactosa como estandares. Se realizaron curvas adicionales para cada carragenano para

determinar su coeficiente de extincion molar.

11.5.5.-Cuantificacion de grupos sulfato:

Se empled el método turbidimétrico de Tabatabai modificado por Craigie et al.
(1984) para lo cual se colocaron de 15 a 20 mg de carragenano en tubos de ensayo de 10
x 75 mm con tapa roscada. Se humedecio con 4 gotas de etanol al 95% , se agregaron 0.5
ml de HCI 2M vy se hidroliz6 en bafio de agua a ebullicion por 2 horas.

La cuantificacion se realizo en una alicuota del hidrolizado agregando el reactivo
de BaCl-Bactogelatina, se midié la absorbancia a 550 nm. El contenido de sulfatos se
determind empleando una curva de calibracion con un estandar de Sulfato de potasio

(K2S04).
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1.5.6.-Razon Molar de componentes. Gal: AG: SO3°

Para el calculo se emplearon los pesos moleculares de las expresiones reportadas

por Black et al. (1965).

Donde :

Kappa Iota Lambda
Galactosa CsHs0s CsHo0Os CsH100s
Anhidrogalactosa CsHsO4 C6H704 CsHsgOs (Galactosa)
Sulfatos SOs SO3 SO3”

11.5.7 - Viscosidad Intrinseca:

Modificacion del método descrito por Craigie y Leigh (1978).

Se prepararon soluciones de carragenano de entre 0.122 0.3 % en NaCl 0.1 M, se
filtro a través de filtro de fibra de vidrio (GFC) y se deaered a vacio por 15 minutos. A
partir de las soluciones anteriores se prepararon tres diluciones mas conservando
constante la concentracion de NaCl ( 0.1 M). La viscosidad se midio en un viscosimetro
capilar Ubbelhode No. 1 inmerso en un bafio de agua a temperatura constante (25°C).

La viscosidad intrinseca se obtiene mediante las siguientes expresiones:

N=MNs/Mo -
Ny™ N - 1
[l =lmng/C
C—->0
Donde:
Mo = Tiempo de flujo del solvente N = Viscosidad especifica.
(NaCl 0.1 M) N / C = Viscosidad especifica reducida.
ns= Tiempo de flujo de la solucion. [n] = Viscosidad intrinseca (ml/g)

n: = Viscosidad relativa. C = Concentracion (gr/100 ml)
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I1.5 .8 - Fuerza de Gel:

Para medir la fuerza de gel se empled una modificacion del método descrito por
Dawes et al., (1977a). Se prepar6 una solucion acuosa de carragenano al 2 %, se
prepararon geles de potasio agregando KCl solido hasta una concentracion de 1.0 %, la
solucion se calentd con agitacion, a una temperatura > a 80 °C, se corrigio el volumen, se
virtié en capsulas de plastico de 2 cm de diam. x 1.5 cm de altura y se enfrio a 10°C por 1
hora. Los geles de calcio se prepararon de manera similar usando CaClz sélido. La fuerza
de gel (gramos necesarios para el rompimiento) se determind en una balanza de dos platos
usando un émbolo de 1.19 ¢cm de didmetro con un incremento de peso de 200 gr por

minuto.

11.5.9 - Espectros de Infrarojo:

Se colocaron Tres mililitros de solucion de carragenano al 0.4 % en una navecilla
de plastico de 2.5 x 2.5 x 0.5 cm, la pelicula se formo al deshidratar la muestra a 40°C
sobre drierita en estufa de conveccion. Las peliculas transparentes de carragenanos se
montaron en una cartulina y los espectros de infrarojo se obtuvieron en un
espectrofotometro Perkin-Elmer 1600 FTIR. Se hicieron 16 barridos para cada muestra.

La identificacion de las bandas de absorcion se hizo en base a los trabajos de
Anderson et al. (1968b), Stancioff y Stanley (1969) y Rochas et al. (1986).

La cuantificacion de las bandas resultantes se realizo por el método de la linea base
mas probable descrito por Rochas et al., (1986) y empleando la absorbancia total de los

picos.

11.5.10.- .- Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN-C13):

Los espectros de  RMN-C13 se obtuvieron en el National Research Council of
Canada, la interpretacion de los mismos fué realizada por el Dr. J.S. Craigie.
Las muestras de carragenano se disolvieron en agua deuterada (D20) en una

concentracion del 4 % , los espectros se corrieron a 75 Mhz a 80°C usando un
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espectrofotometro Bruker AMX , equipado con unidad de temperatura variable. Como
referencia interno se us6 Dimetil sulfoxido protonado (DMSO); los datos se convirtieron a
tetrametilsilano como referencia externa a 39.59 ppm. Para la deteccion de sefiales

menores en el carragenano nativo y en Bra se realizaron aproximadamente 140,000

barridos y las demas muestras se obtuvieron con la mitad de los barridos.

I1.7 -Manejo estadistico de los datos:

Para el manejo de los resultados obtenidos de la composicion de carragenanos se
aplico la ruta no paramétrica y se probo bondad de ajuste por Chi cuadrada (X?) (Zar,
1996), el ajuste se realizo en base a contenido de 3,6-anhidrogalactosa, % de grupos
sulfato, razon moles de 3,6-anhidrogalactosa/ moles de galactosa y razon moles de 3,6-
anhidrogalactosa/ moles de sulfatos de los datos obtenidos para los carragenanos de

E.uncinatum contra los datos de los carragenanos comerciales.
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MIL-RESULTADOS:

II1.1.-Rendimientos:

El rendimiento de carragenanos de Eucheuma uncinatum en base seca fué de
36.7% para el material cistocarpico y de 38.7 % para el material estéril.

Por otra parte la despigmentacion de las algas por los solventes, previo a la
extraccion, elimino del 20.2 al 24.3 % del peso seco del alga, por lo que el rendimiento de
carragenanos en base al material despigmentado es considerablemente mayor que el
referido en base seca del alga intacta, esto puede observarse en la tabla 2.

Mediante el tratamiento alcalino de los carragenanos, se logré una recuperacion

mayor al 90 % del material original (tabla 2 ).

II1.2.- Contenido de 3,6-anhidrogalactosa:

El carragenano nativo obtenido de las muestras cistocarpicas y estériles de E.
uncinatum mostraron un contenido similar de 3,6-anhidrogalactosa aproximadamente 19
%, mientras que el tratamiento alcalino de los mismos incrementé su contenido de 3,6-AG
hasta 30 a 31.5 % para ambos estadios (tabla 3). Respecto a los carragenanos comerciales
en el caso de kappa e iota se tuvieron valores de 3,6-anhidrogalactosa cercanos a los
carragenanos ideales con 32.5 y 27.7 % respectivamente, mientras que el carragenano

lambda el porcentaje de este componente fué relativamente bajo con 6.5 %.

I11.3.-Carbohidratos reductores totales:

Los coeficientes de extincion molar obtenido para los diferentes tipos de
carragenanos no mostraron similitud con ninguno de los estandares empleados (glucosa y
galactosa). En los carragenanos comerciales kappa carragenano present0 el coeficiente de
extincion molar mas alto, lambda el menor y el tipo iota tuvo un valor intermedio.

Respecto a los carragenanos de E. uncinatum, su coef. de extincion molar cayo

entre las estructuras extremas kappa y lambda carragenano, en la tabla (5) se presenta la
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equivalencia del coeficiente de extincién molar (c. Em), donde: ¢. Em= Densidad optica

0.1/ Concentracion pg/ml.

IIT.4.- Contenido de ésteres de sulfato:

El contenido de grupos sulfato en el carragenano nativo de E. uncinatum para la
muestra cistocarpica y estéril fué de 354 y 36.4 % respectivamente; el tratamiento
alcalino, por el cual se elimina el éster sulfato de la unidad (1-4) a-D galactosa 6-sulfato,
trae consigo una disminucién de entre 2 a 3% en el contenido de sulfatos para quedar con
un contenido de 33.25% para los dos estadios reproductivos analizados, siendo este valor
muy cercano al obtenido para iota carragenano comercial con 34.12 %, mientras que
kappa carragenano comercial present6 el menor contenido con un 22.87 %y lambda el

mas alto con 37.89 % (tabla 3).

II1.5 -Raz6én molar de componentes (Gal: AG: SO3°):

La razén molar de Galactosa/Anhidrogalactosa/Sulfatos para el carragenano nativo
de E. uncinatum es casi idéntico para los dos estadios de vida (tabla 3), mediante el
tratamiento alcalino con el incremento de la 3,6-anhidrogalactosa y el decremento del
contenido de sulfatos, la razon molar para este carragenano se acerca al valor obtenido
para iota carragenano comercial y a su vez a la razon molar teodrica por hexosa para iota
carragenano ideal (0.5/0.5/1.0) (tabla 4a y b). Kappa y lambda carragenano comercial
presentaron una razon molar cercano al valor teérico de 0.5/0.5/0.5 y 1.0/0/1.0

respectivamente.
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Tabla No. 2: Porcentaje de recuperacion de las algas sometidas a un proceso de

despigmentacién y de carragenanos sometidos a tratamiento alcalino, asi como los

rendimientos de carragenanos obtenidos de muestras cistocarpicas y estériles de E.

uncinatum .
Alga Carragenano | Rendimiento | Rendimiento
Muestra ij:;::::iz; Recuperado Carragenano | Carragenano
% % (D % (2)
Fucheuma uncinatum 76.19 36.13 4742
(carposporofito) A +1.51 +1.98
FEucheuma uncinatum 75.70 38.7 51.12
(estéril) B +1.54 +2.03

1) Rendimiento en base al alga seca.

2) Rendimiento en base al alga despigmentada.

Tabla No. 3: Composicion quimica del carragenano de E. uncinatum ( Ay B) ).

Donde A corresponde a muestra cistocarpica, B a muestra estéril y el sufijo Ta, a

muestras en que se aplico tratamiento alcalino

Muestra Galactosa 3,6 AG Sulfatos Razon Molar Razon Molar
% % % (por disacarido ) (hexosa)
Gal: AG: SOF Gal:AG: SOs
A nativo 47.69 18.9 £1.01 35374199 1:.047:1.56  0.68:0.32:1.06
ATa 37.27 3034 +133 3326+1.19 1:094:1.84 052:0.48:0.95
B nativo 45.03 18.80+0.57 36.38+0.44 1:.047:1.63 0.68:0.32:1.11
BTta. 35.26 31.56 £0.56 33.25+1.14 1:1.02:1.91 0.50:0.50:0.95
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Tabla No. 4a; Composicion quimica obtenida de carragenanos comerciales.

Muestra Galactosa 3,6 AG Sulfatos  Razon Molar RazénMolar

A A % Gal:AG'SO3” Gal:AG: SO
(Disacarido) (hexosa)

Kappa 44.57 32.56 22.99 1:0.82:1.04  0.55:0.45:0.57
+1.76 +0.68

Lambda 55.55 6.56 38.36 1:0.12:1.41 0.89:0.11:1.26
+0.20 +0.78

Iota 38.15 27.73 34.29 1:0.82:1.82  0.55:0.45:1.00
+0.74 +0.7

Tabla NO. 4b: Composicion quimica tedrica para estructuras precursoras y terminales de

carragenanos ideales.

Muestra Galactosa 3,6 AG Sulfatos ~ Razon Molar RazénMolar

% %, A Gal'AG: SO3” Gal:AG: SO3

(Disacérido) (hexosa)
Mu 66.8 0 33.21 2.0:0:20 10:0:10
Kappa 41.81 374 20.79 1.0:1.0:1.0 05:05:05
Nu 55.95 0 44.05 20:0:30 10:0:15
Tota 34.69 30.81 34.50 1.0:1.0:20 05:05:1.0
Lambda,; 66.79 0 39.84 20:0:2.0 10:0:1.0
Lambda, 57.20 0 42.80 20:0:30 10:0:15

1) Contiene 2 grupos sulfato por unidad disacarida.

2) Contiene3 grupos sulfato por unidad disacarida.
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Tabla No. 5: Equivalencia en pg/ml para una densidad optica de 0.1 para los azicares
estandar, carragenanos de Fucheuma uncinatum y carragenanos comerciales, obtenidos

por el método del Fenol-Acido sulfirico de Dubois et al. (1956).

 Muestra  pg/mlequivalentea0.1D 0. a
(}lucrzosegf;i,.»i " 109310
Galactosa 9.05+0.70
Aosive 14.56 +1.70
Aw 12.86 +1.30
Brativo 13724057
Bey 12.58 £ 1.30
Kappa 11.02+170
ota 13.26 +2.50
Lambda 14.86 +2.16

111.6.-Viscosidad intrinseca [n]:

Los resultados de la viscosidad de los carragenanos de F. uncinatum muestran un
patron de comportamiento irregular. Las viscosidades mas bajas se obtuvieron para los
carragenanos nativos con 166 y 277 ml/g para la muestra cistocarpica (Anat) y la muestra
estéril (Bnat) respectivamente. La muestra cistocarpica con tratamiento alcalino (Ata),
tuvo un valor muy cercano a los anteriores de 281 ml/g. Por su parte la muestra estéril
con tratamiento alcalino (Bta) tuvo el valor mas elevado de 464 ml/g comparable al
obtenido para el iota-carragenano comercial con 411 ml/g. El kappa carragenano
comercial presenté la viscosidad intrinseca mas baja con 246 ml/g y el lambda la mayor

con 565 ml/g (tabla 6).
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Tabla No. 6: Viscosidad intrinseca de carragenanos de FEucheuma uncinatum 'y

carragenanos comerciales, medida en viscosimetro Ubbelhode No.1, (25 °C; NaCl 0.1 M)

Muestra Viscosidad Intrinseca
[n] ml/gr
A nativo 166
A TA, 281
B nativo 277
B ta 464
Iota 411
Kappa 246
Lambda 565

II1.7 -Fuerza de gel :

El carragenano nativo de E.uncinatum no gelifico, independientemente del cation
empleado (potasio o calcio ), mientras que el carragenano con tratamiento alcalino de esta
especie, gelifico con ambas sales. Con las sales de calcio se formo un gel con mayor
transparencia y resistencia (160 gr/cm?) respecto al correspondiente con las sales de
potasio (120 gr/cm?). Con ambas sales el gel present6 una elevada elasticidad mayor a la
observada en el iota carragenano comercial, esta elasticidad influy en la determinacion,
ya que antes del rompimiento el gel tuvo una deformacion mayor al 75 % de su altura total

(tabla 7).
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Tabla No. 7: Fuerza de gel de carragenanos de Eucheuma uncinatum y carragenanos

comerciales, medidos a una concentracion de 1.5 % a 20 °C.

Fuerza de gel gr/s parencia ipo de gel
= e | | -
Muestta | KCL(0.1M) | CaCl(0.1M) | KC1(0.1 M) | CaCl: (0.1 M)
A native . No No e - No
1T =120 >160 ot -+ Elastico
(11.77 x 10% | (15.69 x 10%)
a - 50 70 et - Elastico
| (4.90x10% | (68.65x 10%)
Ka 1800 1000 * + + Rigido
(176.53 x 10%) | (98.07 x 10%)
b | No No . . No

* Valor que se revisard ya que es posible que el émbolo del geloémetro tuviera cierta inclinacion.

+ Valor comparativo entre muestras, donde ++++ es la maxima transparencia observada.

I11.8 -Espectroscopia de Infrarojo :

Los espectros de IR del carragenano de FE.uncinatum en sus dos estadios
reproductivos, antes y después del tratamiento alcalino muestran bandas de absorcion
caracteristicas para carragenanos del tipo iota, como es el triplete formado por los picos a
930 cm™ (anhidrogalactosa), 845 cm™ (sulfato axial en C4 de la B-D-galactosa) y 805 cm’
! (sulfato axial en el C2 de la anhidrogalactosa). En esta misma region se observa una
pequefia protuberancia a 900 cem’ ((1-3) B-D-galactosa desulfatada)) y un pico de baja
intensidad a 970 cm™. Adicionalmente se presenta un pico amplio entre 1020 y 1070 cm’
y los correspondientes al total de sulfatos una banda amplia a 1250 em™ y uno adicional
mas pequefio a 1370 cm™.

El efecto del tratamiento alcalino sobre el carragenano, puede ser observado por

un incremento de los picos a 805, 845, 930 y 970 cm™ ésto se atribuye a la conversion de
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a-D-galactosa-2-6-disulfato y / o o-D-galactosa-6-sulfato a 3,6-anhidro-o-D-galactosa-2-
sulfato y 3,6-anhidro-ai-D-galactosa. Se logra también una disminucién del pico a 1250
cm! (sulfatos totales) lo que trae consigo una mejor definicion del pico a 1370 em™. Por
otra parte el tratamiento alcalino parece que no incrementa la definicion del pico a 900
cm™ ( ATay BraenFig 5).

El espectro de IR del carragenano de E.uncinatum con tratamiento alcalino del
cual no se separd el almidon florideano (Az) presenta una alta similitud con los espectros
obtenidos de las muestras con tratamiento alcalino (Aat y BaT).

El espectro de infrarojo de iota carragenano comercial presenta los mismos picos
que los descritos para E.uncinatum, (805, 845, 930, 970, doblete 1020-1070, 1170, 1250
y 1370 cm™ ), pero respecto a la intensidad de las bandas se aprecia una mayor similitud
con los espectros del carragenano con tratamiento alcalino que a los del carragenano
nativo.

El espectro del kappa-carragenano comercial se diferencia del iota carragenano en
la carencia de la banda a 805 cm™, posee una mejor definicion del pico a 900 em™ y la
proporcion entre las bandas a 845 y 930 cm” es mayor en kappa carragenano que la
observada en iota (Fig. 6).

Respecto al lambda carragenano comercial, se distingue un nimero menor de
bandas. Se presenta una banda amplia entre 800 y 850 cm’ indicativo de la presencia de
mas de un tipo de éster sulfato. Se presenta también una sefial a 930 cm™ con intensidad
moderada caracteristica de la 3,6-anhidrogalactosa y se observa una sefial intensa formada
por un triplete debido a las sefiales a 1015, 1025 y 1070 cm”. Se observa también, una
sefial débil a 1170 cm™ y las bandas caracteristicas del total de sulfatos a 1250 y 1370
cm’

Ademas de las sefiales anteriores es importante mencionar la presencia en todos
los espectros de una pequefia protuberancia en la region de 900 cm™ ((1-3)-B-D-galactosa
desulfatada)) y un doblete en la region de 705-735 em™, éste ultimo puede servir para
diferenciar cualitativamente entre los diferentes tipos de carragenanos, ya que en todos los

carragenanos del tipo iota las dos sefiales tienen aproximadamente la misma magnitud,
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mientras que en los del tipo kappa la sefial a 705 cm” es mayor y en el tipo lambda la
sefial no se presenta (Fig . 6 ).

El efecto del tratamiento alcalino puede ser también observado mediante el
incremento de las razones 930/2920, 805/2920 y 805/845 respecto a los carragenanos
nativos, ya que éstas razones son indicativas del incremento de la 3,6-anhidrogalactosa y
3,6-anhidrogalactosa -2-sulfato respectivamente (tabla 8 ).

Por otra parte, mediante la integracion de las sefiales, tomando en cuenta la absorbancia
total se encontrd que las razones de 805/845 y 805/970 son casi equivalentes.

Por otra parte, la correlacion de las razones 805/845 y 805/2920 contra la razén
molar de sulfatos por hexosa mostraron un coeficiente de correlacion de 0.77 y 0.73
respectivamente, en ambas razones, se obtuvo mejor correlacion empleando como medida
la absorbancia total de las sefiales que los valores obtenidos por el método de integracion

de la linea base.

Tabla No. 8 Razones entre intensidad de las bandas de absorcion de infrarojo de los
carragenanos de E. uncinatum y carragenanos comerciales, empleando para el calculo de

la intensidad el método de la linea base mas probable (Rochas et al., 1986).

CamsgenanoRazon  930/2920 805/2920  805/845

6.27 ~ 188 055

. 8.67 3.01 0.69
| ST 236 0.72
Boativo 5.80 1.59 0.49
B - 8.67 3.14 0.67
Kappa 583 o o
o 1065 0.76 0.76
_Lambdva _ j 1.85 ok bl

*** Razones en donde una o ambas de las sefiales estuvo ausente.



TRANSMITANCIA

%

- B _,'L, e - S >'l|. w'-‘
‘I . I' ||‘ il'
t i Lo .
l‘ ; i II ‘J "“,I ’}r\l
s I'l' e | II 4 | lr'| ) i
o i R N . § il e Anat
S U I A oAb
A AN O AR ‘\ Cl
H; ! { . .||“ﬂ [ \f 'IH I t'l A [N )
I B \ Vol .‘|I [
L ! ) 1 [ f\f " J \ .
| P W h 4 ||l | ‘\ =, Ara
e | In' _ X .',‘ | | v (\l‘ \ r.A
.| ‘:l ! ‘J -‘.——l__'__w_'__,_——d"' "‘Jl "v"q"l [},»L‘.l’ ““r | ‘ |' 'luf
" l\ b \‘ / "*-_. v.f- f )
oo | f . -~ [/ B
- l|l| \'n ;-"! .!'lf ot ."'W‘m ; -'t't}\\ \ \ ’ I ﬂ |" " I‘"Jl.'lur--\ As
(A% b . d M, Mol ! o 1
l ll| ,," .'II' ‘,“r' - |l | W | '.\ I . ] l i rl." | 'ﬂ ]l 4 Lu,"..-", s B
l \ ,“l‘ "" -"' l" ' ||' b_ "\. l lif \\ f |{J I i r"_\ nat
| i I n'l ! {' ( ", ll‘| / b L
i | N ! Ll |" | !u .-.‘
I l‘li o |! l '..-'a l \l !'llj " ' Ir "I l “ l| =
I ! '\J [ “” I' ,' |I II l"l "._(-"" Bta
‘ I ’ Jll." l ,l l |" .|'l 3 '
‘t l Jl ]
SN
3008 I\E:ué&‘go de onda cm™ 1&7_1'6&3 =t
iento alcalino) y A2 carragenano con tratamiento alcalino
27

Sl

Figura 3. Espectros de infrarojo (FTIR) del carragenano de E. uncinatum.
precipitado con etanol. Muestras estériles (B), Bnat (Carragenano nativo), Bar (Carragenano con tratamiento alcalino).

Muestras cistocarpicas (A), Anat (Carragenano nativo), Aar (Carragenano con tratami
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I11.9.-Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN-C13):

El espectro de RMN-C13 del carragenano de F. uncinatum en sus dos fases
reproductivas analizadas y la muestra que contiene almidon florideano, presentan sefiales
caracteristicas asignadas a un iota carragenano (unidad disacarida repetitiva carrabiosa
2,4-disulfato ) (tabla 9 ).

En todos los espectros obtenidos se observan las 12 sefiales de los carbonos de la
unidad disacarida repetitiva de galactanos sulfatados (tabla 9). Dentro de las sefiales
emitidas por los carbonos, pueden distinguirse dos sefiales bien definidas una a 102.2 ppm
y otra a 92.1 ppm asignadas a los carbonos anoméricos G1 y Al respectivamente; a
mayor campo se encuentra otra sefial a 72.08 ppm distintiva del carbono G4 del iota
carragenano (figs. 7-10).

Respecto al espectro obtenido del carragenano nativo (A nativo) (fig. 7), éste
presenta en la region de los carbonos anoméricos dos sefiales de menor intensidad que no
se observan en los carragenanos con tratamiento alcalino Aat, Az y Bar, una sefial a
104.91 y otra a 98.46 ppm. Estos dos picos han sido asignados a los carbonos G1 y D1
de la estructura repetitiva del v carragenano (G4S D28,68S). En este espectro las sefiales a
68.17 y 67.86 ppm, indican la presencia del carbon sulfatado D6, el cual existe en dos
ambientes quimicos diferentes ambas labiles a los élcalis ya que no se presentan en las
muestras con tratamiento alcalino (tabla 10).

En el espectro Az , la presencia del almidon florideano se detecta por la presencia
de algunas sefiales ausentes en los demas espectros. La sefial a 100.2 ppm correspondiente
al carbon anomérico C1 de la ol1-4)-D-glucosa y las sefiales a 78.1 y 73.6 ppm
correspondientes a C4 y C3 de la glucosa, ocurre traslape de las sefiales del C2 y C5 con
la sefial G4 y la sefial del C6 con la correspondiente al G6 del iota carragenano (fig. 9;

tabla 11).
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Tabla No. 9: Sefiales principales de Resonancia Magnética Nuclear de C13 de el

carragenano de Eucheuma uncinatum.

Unidad Nativo A AT Az Bar
D-Galactosa/Carbon no. ppm ppm ppm ppm
(&)
Gl 102.24 102.27 102.26 102.28
G2 69.47 69.41 69.40 69.41
G3 ~77.00 77.12 77.12 77.12
G4 72.08 72.08 72.08 72.09
GSa 74.96 74.97 74.97 74.98
G6 61.41 61.35 61.34 61.35
Anhidro-D-galactosa
(A)
Al 92.10 92.08 92.09 92.09
A2a ~74.9 ~74.9 ~74.9 74.88
A3 77.88 77.89 77.90 77.90
A4 78.23 78.36 78.34 78.37
AS 76.88 76.87 76.88 76.87
A6 69.82 69.84 69.82 69.85
Donde:

Ata : Carragenano con tratamiento alcalino de la muestra cistocarpica.
Bra : Carragenano con tratamiento alcalino de la muestra estéril.
Az Carragenano con tratamiento alcalino de la muestra cistocarpica, precipitado con

etanol.

a) Sefiales donde ocurre traslape de resonancias.
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Tabla No. 10: Sefiales menores de RMN-C13 labiles a los alcalis presentes en el
carragenano nativo de Eucheuma uncinatum, comparado con las sefiales encontradas en

E.spinosum (Bellion et al.,1983).

E.uncinatum E.spinosum. Asignacion
Nativo tentativa
ppm ppm G4S8-D2,6S
104 .91 104.5 Gl
98.46 98.1 D1
80.30 ~79.9
~78.2
76.38 ~76.0
71.25 ~71.0 G47
~70.00 ~69.5
68.17 ~67.9 D6
67.86 ~67.5 D6

Tabla No. 11 Seifiales de resonancia de C-13, asociadas al almidon florideano, presentes

en el carragenano de E.uncinatum (A2), precipitado con etanol.

Carbono no. Almidon Muestra A2  Comentarios
ppm ppm
C1 100.2 100.23
C2 72.1 ~72.1 Con G4-iota
(72.08)

C3 73.8 73.83

C4 78.1 78.18

C5 71.9 ~71.9 Con G4-iota

Ceo 61.3 ~61.3 Con G6-10ta
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II1.10.- Resultados estadisticos:

Tabla No. 12 : Bondad de ajuste por Chi cuadrada (X?), de los carragenanos de FE.

uncinatum, respecto a los carragenanos comerciales.

A ATA |B BTA [K I L
A ok 89 0.19 11.4 1794 6.14 32.28
ATA | 1023  *** 9.72 0.17 6.52 0.34 103.87
B 0.19 8.13 ok 1029 19.61 537 32.38
BTA | 1286 0.16 1220  *** 7.01 0.86 114.5

X2erit.o=o5 4 = 9.49
Los valores de X2 calculada menores a X? crit muestran similitud entre carragenanos; mayor similitud

entre los carragenanos se obtiene cuando los valores se acercan a cero.
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Figura 7 : Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN-C13) del carragenano nativo de plantas cistocarpicas de £.
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Figura & : Espectro de RMN-C13 del carragenano con tratamiento alcalino de plantas cistocarpicas de E. uncinatum (A TA). Donde las

sefiales de los carbonos de las unidades de iota-carragenano, B-D-Galactosa-4-sulfato y 3,6-anhidro~-D-galactosa-2-sulfato, se denotan como
Ng y Na respectivamente. v
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IV.-DISCUSION :

Los resultados obtenidos en el presente estudio, confirman que los carragenanos
que produce E.uncinatum, son del tipo iota. Entonces, las diferencias que se observan en
diferentes trabajos sobre esta especie, pueden atribuirse al efecto de los factores
ambientales (Dawes et al. 1977b; Correa-Diaz,1987, Zertuche-Gonzalez 1988; Soria-
Mercado, 1992 y Zertuche-Gonzalez et al., 1993), a diferentes porcentajes de hibridacion

de estructuras terminales y precursoras y/o a diferentes procedimientos de obtencion.

IV.1.-Rendimiento de carragenanos:

En el presente trabajo el rendimiento de carragenanos, obtenido en base seca de .
uncinatum por precipitacion con sales cuaternarias de amonio (cloruro de cetilpiridina),
cae dentro del rango reportado en una variacion estacional para ésta especie por Correa-
Diaz (1987) de 32-42 %y Zertuche et al., (1993) de 31 248 % y los valores reportados
por Dawes et al. (1977b) de 30.7 a 40.7 % para una variacion geografica por estadio de
vida.

El rendimiento y composicion quimica de los carragenanos se pueden ver
influenciados por los pretratamientos aplicados a la materia prima, métodos de extraccion
y métodos de precipitacion empleados. En este sentido, pretratamientos simples, tales
como procesos sucesivos de secado-lavado-secado (aunque el lavado se realice con agua
de mar), disminuyen considerablemente la proporcion de sales del alga con un
consiguiente incremento de la fraccion organica de la misma (Larsen, 197 8). Lo anterior
se refleja en altos rendimientos de carragenanos en algas tratadas con este tipo de
procedimientos. De la misma manera el proceso de despigmentacion descrito por Craigie y
Leigh (1978) elimina pigmentos, carbohidratos de bajo peso molecular y sales, donde este
Gltimo componente puede representar mas del 90 % del material extraido con los
solventes (Knutsen y Grasdalen, 1987). Es por ello que el rendimiento reportado en base a
algas despigmentadas es considerablemente mayor a los rendimientos obtenidos en base

seca del alga original (Craigie y Leigh, 1978).
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Los procesos de extraccion que se emplean pueden influir en forma considerable
con la composicion de los carragenanos, por ejemplo pueden separarse carragenanos con
composicion diferente, efectuando extracciones selectivas mediante el uso de cationes
(como potasio) que bajo ciertas condiciones, inhiben la solubilidad de algunos tipos de
carragenanos que permanecen insolubles, mientras que fracciones con composicion
diferente, generalmente formas mas sulfatadas son solubilizadas (por ejemplo la extraccion
selectiva propuesta por Stancioff, 1965). Algo similar se puede obtener mediante
extracciones sucesivas a diferentes temperaturas (Goring yYoung, 1955).

Respecto al método de precipitacion empleado, el efecto que puede producir es
aln mayor ya que una precipitacion directa del material extraido en solucion acuosa de las
algas con solventes, coprecipita material soluble extraido junto con los carragenanos,
principalmente almidon florideano, el cual de acuerdo a la especie y época del afio puede
representar altos porcentajes como fué determinado para Furcellaria lumbricalis por
Knutsen y Grasdalen (1987). Esto conduce a sobreestimar los rendimientos y ademas
afecta las determinaciones que se efectuen en el carragenano, ya que pueden estar
considerablemente desviadas dependiendo de la proporcion de material extrafio presente.

La precipitacion con bases cuaternarias de amonio como el cloruro de cetilpiridina
ofrece ser un método mas selectivo para precipitar polisacaridos sulfatados de los
extractos algales, y permite la separacion de material organico presente el cual permanece

en solucion (Craigie y Leigh, 1978).

IV.2 -Contenido de 3.6-anhidrogalactosa y grupos hemiéster sulfato:

Los resultados obtenidos para el carragenano nativo de E. uncinatum en las dos
fases reproductivas analizadas en cuanto al contenido de 3,6-anhidrogalactosa (18.8 %)y
gsteres de sulfato (35.4-36.4 %), son similares a los valores reportados para esta especie
por Stancioff y Stanley (1969) para la fraccion insoluble en KCI 3M, quienes encuentran
un contenido de 3,6-AG v sulfatos de 18.8% y 34.9 % respectivamente. En forma similar,
el contenido de anhidrogalactosa cae en el intervalo de valores reportados para esta

especie cultivada en condiciones naturales por Zertuche et al. (1993); mientras que el
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contenido de sulfatos es ligeramente mayor al reportado por estos autores. Por otra parte,
nuestros valores son en forma consistente de 3 a 4 % mayores a los reportados para esta
especie por Dawes et al, (1977b), ésto posiblemente se debe a que estos autores
precipitaron directamente con solventes interfiriendo de esta manera la presencia de otros
componentes organicos en el carragenano tal como fué mencionado anteriormente.

En los carragenanos de E. uncinatum con tratamiento alcalino, mediante la
conversion de la unidad (1-4)-galactosa-6-sulfato a la correspondiente 3,6-
anhidrogalactosa (Anderson et al., 1968), se logra un incremento de aproximadamente 11
% en el contenido de este componente, pero el contenido de sulfatos solo tiene un
decremento de 2 a 3%. Algo similar fué reportado por Stancioff y Stanley (1969) donde el
tratamiento alcalino de la fraccion soluble en KCI 3M incrementa en 22 % el contenido de
anhidrogalactosa con solo un decremento de 2.1 % en el contenido de sulfatos. Por su
parte Smidsrod et al. (1967) no encuentran una relacién estequiométrica entre la
conversion de 3,6 anhidrogalactosa y la eliminacion de sulfatos con el tratamiento alcalino.

Santos (1989) reporta para los carragenanos de FE. wuncinatum extraidos en
condiciones alcalinas un contenido de sulfatos de 34%, el cual es cercano al obtenido en el
presente trabajo (33.25 %). Estos valores a su vez son de 4 a 5 % mayores a los
reportados por Dawes et al. (1977b). Respecto al contenido de 3,6-anhidrogalactosa para
el carragenano con tratamiento alcalino, los valores obtenidos (30.34 - 31.50 %), son
mayores al reportado por los mismos autores de 23 y 22 % respectivamente, las
diferencias observadas pueden ser debidas al método de obtencion empleado o bién a las
variaciones naturales de la especie.

Stancioff y Stanley (1969) reportan para el carragenano de E. spinosum un
contenido de sulfatos similar al lambda carragenano pero con un contenido de 3,6-
anhidrogalactosa similar al kappa carragenano. En el presente trabajo se obtiene un
comportamiento similar en el carragenano con tratamiento alcalino de E. uncinatum, el
cual presenta un contenido de 3,6-anhidrogalactosa cercano al kappa carragenano pero
con un porcentaje de sulfatacion mucho mayor, mientras que compararando con iota
carragenano comercial el contenido de sulfatos es cercano a éste pero con un porcentaje

de anhidrogalactosa ligeramente mayor (Tabla 3 ).
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1V.3.-Razon molar Galactosa; Anhidrogalactosa: Sulfatos:

La relacion molar entre los componentes de carragenanos ya sea en referencia a la
galactosa o bién referido por hexosa pueden ser un medio comparativo que facilite la
identificacion del tipo de carragenano que se estudie. En particular, la relacion molar por
hexosa es mas facil de visualizar y puede dar una idea mas precisa de que tan cercana es la
estructura respecto a la carrabiosa ideal correspondiente (Dawes et al., 1977b).

La razon molar de los componentes encontrada para el carragenano nativo en
ambos estadios reproductivos, de E. uncinatum, se encuentra desviada de la razon molar
tedrica por hexosa, correspondiente al iota carragenano ideal de 0.50/0.50/1.00. Con el
tratamiento alcalino hay un acercamiento a la razon molar del iota carragenano comercial
y a la correspondiente del iota carragenano ideal (tablas 3, 4a 'y 4b).

Por otra parte, los resultados obtenidos para el carragenano nativo muestran un
patrén de sulfatacion mayor al reportado por Lawson et al. (1973) pero caen dentro del
intervalo (1.05-1.14 SO, por Hexosa) reportado por Dawes et al. (1977b) para el
carragenano nativo de esta especie. Posterior al tratamiento alcalino la razon molar 3,6-
AG/Gal obtenida de 0.94-1.02 es cercana a la reportada (0.95) por los primeros autores y
mayor a la encontrada por Dawes op. cit.. De manera similar, los valores obtenidos de
sulfatos por hexosa, se acercan mas al iota carragenano ideal que los valores reportados
por estos ultimos autores. Las diferencias, como se mencion6 anteriormente, pueden
atribuirse a la presencia de material extrafio (ej. almidon florideano entre otros) o a
variaciones naturales de la especie.

Dado que en el carragenano con tratamiento alcalino, la razon molar de 3,6-
anhidrogalactosa corresponde a la razén molar teorica del iota carragenano (Tabla 4b),
entonces, el desvio observado en el contenido de sulfatos puede ser debido, entre otros
factores, a una sulfatacion incompleta del C2 de la 3,6-anhidrogalactosa y/o del C4 de la
(1-3)-galactosa (Penman y Rees, 1973; Dawes et al., (1977a).

La razon molar obtenida para los carragenanos comerciales kappa e iota de
0.55/0.45/0.57 y de 0.55/0.45/1.00 respectivamente, muestran poca variacion respecto a
las razones molares teoricas (Kappa = 0.50/0.50/0.50, Iota =0.5/0.5/1.0) (tablas 4a y 4b).
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La razon molar determinada para el lambda carragenano comercial, es congruente
con los valores teéricos para el mismo que van de 1.0/0/1.0 a 1.0/0/1.5 dependiendo de la
presencia de 2 o 3 grupos sulfato por dimero, entonces la razon molar por hexosa de
0.89:0.11:1.26 corresponde a mas de 2, pero menos de 3 grupos sulfato por dimero.

(tablas 4ay 4b ).

1V.4.-Carbohidratos reductores totales:

Los resultados obtenidos respecto a la estimacion de carbohidratos reductores
totales por la técnica de Dubois et al. (1956) muestran una gran variacion entre los
diferentes carragenanos y respecto a los estandares, de acuerdo a las equivalencias
mostradas en la tabla 5, la respuesta en gran medida puede asociarse al grado de
sulfatacion, donde las formas mas sulfatadas A nat y B nat se encuentran entre los
carragenanos tipo iota y lambda y los menos sulfatados Aar y Bar entre las
correspondientes al iota y kappa carragenano. Craigie y Leigh (1978) mencionan que la
respuesta de la prueba depende del tipo de carragenano ya que puede estar influenciada
por los diferentes niveles de grupos sulfato y 3,6-anhidrogalactosa. Smidsrod et al. (1967)
en coincidencia con lo anterior mencionan que la respuesta de la prueba depende en gran
medida de la composicion del carragenano y encuentran para carragenanos de Chondrus
crispus, Gigartina stellata y G. skottsbergii a una densidad optica de 0.1 a 485 nm una
equivalencia de 12.4, 11.8 y 12.8 pg/ml respectivamente. Entonces la aplicacion de la
técnica de fenol-acido sulfurico, para cuantificar el contenido de carbohidratos reductores

totales en carragenanos, debe implicar la eleccion de un estandar adecuado.

1V.5.-Viscosidad intrinseca:

La viscosidad es una propiedad fisica que depende de la composicion quimica;
basicamente del contenido de grupos hemiéster sulfato y de 3,6-anhidrogalactosa.
El el primero imparte propiedades hidrofilicas por lo que un alto contenido de éste

componente se asocia a viscosidades altas. Lo opuesto corresponde a la 3,6-
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anhidrogalactosa, la cual poseé un caracter mas hidrofobico, por lo que un incremento de
éste componente reduce la viscosidad de las soluciones (Smidsrod et. al., 1967).

Por otra parte, la viscosidad intrinseca es una medida que permite caracterizar a
los polisacaridos ya que estd asociada a la estructura molecular (composicion,
conformacién y tamafio). En tal sentido, carragenanos estructuralmente diferentes
poseeran viscosidades caracteristicas para cada tipo de carragenano (Craigie y Leigh,
1978; Marrs, 1985).

Craigie y Leigh (1978) reportan que la viscosidad intrinseca para carragenanos se
encuentra entre los intervalos de 20 222, 8 a 11 y de 6 a 8 ml/gr para carragenanos A, K €
1 respectivamente. Los resultados obtenidos en el presente trabajo no coinciden con los
valores anteriores, posiblemente debido a diferencias en el viscosimetro empleado, ya que
se utilizé un viscosimetro con una razon de flujo muy pequefia (de 31 =1 seg) en lugar
de flujo de 100 seg como es recomendable para obtener medidas mas precisas (Craigie y
Leigh op cit.).

Por otra parte, el empleo de carragenanos comerciales permite hacer una
comparacion y observar tendencias de comportamiento. Los resultados obtenidos
muestran que el comportamiento de la viscosidad se puede correlacionar con el grado de
sulfatacion de los diferentes carragenanos donde; el carragenano lambda con mayor nivel
de sulfatacion presenta las viscosidades mayores; el carragenano kappa con menor
contenido de sulfatos presenta las menores y el carragenano iota se encuentra en una
posicién intermedia entre los anteriores (5.65, 2.46 y 4.11 ml/g respectivamente) (Tabla
6).

De los resultados obtenidos, solo el carragenano de la muestra estéril de FE.
uncinatum con tratamiento alcalino Bar presento un valor ( 464 ml/g) cercano al iota (411
ml/g). Este valor fué mayor al reportado por Rochas et al. (1989) de 308 ml/g para la
fraccion soluble en KC1 de E. coffonni (predominantemente tipo iota).

Las diferencias en viscosidad intrinseca que presentan los carragenanos de F.
uncinatum, ademas de otros factores, pueden atribuirse a diferencias en peso molecular
(Goring y Young, 1955; Dawes et al., 1977a,b; Marrs, 1985). Marrs (1985) correlaciona

la viscosidad intrinseca con el peso molecular de iota carragenano, de esta manera el
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carragenano Bat con una viscosidad de 464 ml/g y Aat con 281 ml/g corresponden a iota
carragenano con un peso molecular cercano a 319,000 y de 200,000 Daltons
respectivamente.

La viscosidad intrinseca se relaciona directamente a la masa molecular por medio
de la ecuacion de Mark-Houwink [n] = K’ M,;" y con la rigidez de cadena. En este sentido
y de acuerdo a la temperatura conformacional de 35 °C reportada para el iota carragenano
en NaCl 0.1 M ( Morris y Norton, 1983) a temperaturas de 25 °C la conformacion de los
carragenanos en solucion adopta una forma ordenada de doble hélice (duplicado de la
masa molecular). Entonces, de acuerdo a las viscosidades obtenidas (muestras con
tratamiento alcalino son aproximadamente el doble, respecto a las nativas), las muestras
con tratamiento alcalino Ata y Bra adoptan una forma mas ordenada mientras que el
carragenano sin tratamiento alcalino permanece en estado desordenado (cadenas

sencillas). (Tabla 6).

IV.6.-Fuerza de Gel:

El carragenano nativo de E.uncinatum no formo gel pero después del tratamiento
alcalino si poseé poder gelificante; algo similar fué reportado por Dawes et al. (1977b)
para ésta especie, quienes encontraron que el carragenano nativo no gelifico pero el
obtenido en condiciones alcalinas present6 una fuerza de gel de 490 gr/cm* a una
concentracion del 1.5 %. Santos (1989) encuentra para los carragenanos de ésta especie
obtenidos en condiciones alcalinas una fuerza de gel de 84 gr/cm? a una concentracion del
2 %. Stancioff y Stanléy (1969) por su parte, reportan para k. spinosum, especie con
caracteristicas similares a F.uncinatum, una fuerza de gel de 35 gr/cm? a concentracion de
1% en KC1 1 %. Los valores anteriores, permiten observar la gran variacion que puede
ocurrir dentro de esta especie y entre especies afines, aunque no se descartan también
diferencias debidas a los métodos de obtencion y medicion empleados.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo para los carragenanos con
tratamiento alcalino de E. uncinatum concuerdan con los reportados para el tipo iota

carragenano, ya que se observo una mayor afinidad hacia el calcio con la consecuente
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formacion de un gel mas firme, elastico y transparente, al correspondiente gel formado con
sales de potasio ( Stancioff y Stanley 1969; Morris y Belton, 1980, Glicksman, 1982). La
incapacidad de formar gel del carragenano nativo, por otra parte, puede atribuirse a la
interrupcion en la estructura de la cadena del iota carragenano por segmentos de la
estructura precursora (v) mas sulfatada.

Las especies de carragenanos gelificantes (kappa e iota) a concentraciones
suficientemente elevadas, pueden ser inducidas a adoptar una conformacion ordenada,
acompafiada por la formacion de gel, ya sea por la disminucion de la temperatura y/o la
adiciéon de sales a la solucion (Rees et al., 1982). Sin embargo, estos dos tipos de
carragenanos, presentan diferencias en el ordenamiento conformacional lo cual explica las
diferencias en propiedades mecanicas entre ambos tipos de galactanos sulfatados (Morris
et al., 1980a). El kappa carragenano muestra una alta selectividad a cationes como
potasio, rubidio y cesio (Smidsrod y Grasdalen, 1982 cit. por Piculell et al., 1992). El
enlace del kappa carragenano con cationes induce a la formacion de hélices y ocurre
gelificacion a muy bajas concentraciones (Rochas y Rinaudo, 1980; Morris et al., 1980b).
La gelificacion del kappa carragenano implica un extenso agregado de dobles hélices
(Rees et al., 1969a,b y 1982) indicado por la pronunciada histérisis térmica en la transicion
conformacional. Como consecuencia, los geles de kappa carragenano, tienden a ser
fuertes, quebradizos y opacos (Piculell et al., 1992).

En el caso del iota carragenano puro, la transicion conformacional solamente es
sensitiva a la valencia de los contraiones y hay poca diferencia en la selectividad hacia
cationes de la misma valencia (Robinson et al., 1980). La transicion conformacional del
iota carragenano no muestra histéresis térmica, lo cual indica que hay menos o no existen
agregados interhelicoidales, en su lugar ocurre la formacion de una red tridimensional,
donde las dobles helices se asocian en estructuras ordenadas o “domains” (estructura
donde las dobles helices interaccionan con diferentes cadenas, lo cual explica las
propiedades elasticas del iota carragenano). Este ordenamiento, se logra con el incremento
de iones que inducen a la gelificacion (ej. potasio, Morris et al., 1980a). Los geles de iota
carragenano, son tipicamente claros y mucho mas débiles que los geles de kappa

carragenano.
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Por otra parte se ha encontrado que generalmente el iota carragenano
(independientemente de la fuente) contiene pequefias fracciones de kappa carragenano
como impurezas (Bellion et al., 1981), en investigaciones recientes, se ha demostrado que
la selectividad hacia cationes que muestra el iota carragenano se debe basicamente a estas
impurezas y por lo tanto sus propiedades mecanicas estan influenciadas por las mismas, tal
como lo demuestra Piculell et al. (1992).

En el carragenano tipo lambda, el sulfato presente en el carbon 2 (C2) de la unidad
(1-3)-B-D-galactosa (aunado a la ausencia del puenie anhidro en la mayoria de los
residuos unidos en (1-4)), actia como un borde que impide adoptar una conformacion
ordenada helicoidal por lo que no forma gel, mientras que en el tipo iota, el sulfato en el
C2 de la unidad (1-4)-3,6 a-D-anhidrogalactosa (3,6-AG) vy el sulfato en C4 presente en
iota y Kappa carragenano, se proyectan hacia afuera de la molécula y no interfieren
estéricamente con la formacion de la doble hélice por lo que estos carragenanos tienen la
capacidad de gelificar. Por otra parte, en los carragenanos precursores mu y na (fig. 11)
la presencia de sulfatos en el C6 de la unidad (1-4)-a-D-galactosa, forma un rizo en la

cadena que inhibe la formacion de la doble hélice (Guiseley et al., 1980).

Figura 11.- Conformacion de las unidades repetitivas de nd, mu, iota y kappa carragenano.(Tomado de

Guiseley et al., 1980).
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Carragenanos del tipo kappa forman geles fuertes y rigidos, con el incremento de
sulfato en el C2 de la 3,6-AG hay una disminucion progresiva de la fuerza de gel hasta el
punto en que la mitad de la 3,6-AG esta sulfatada y los geles que forma son débiles y
quebradizos. A partir de ese punto ocurre un incremento gradual hasta que practicamente
toda la anhidrogalactosa se encuentra sulfatada (iota carragenano) y forma geles elasticos
similares a la gelatina que no presentan sinéresis (Guiseley et al., 1980; Stancioff y Stanley

1969; Stanley 1987).

IV.7 - Espectros de Infrarojo:

Los espectros de infrarojo del carragenano nativo y con tratamiento alcalino de E.
uncinatum presenta en la region de diagnostico (800 a 940 cm™) el triplete de picos
asociados al jota-carragenano: el pico a 805 cm™ asignado a la 3,6-anhidrogalactosa 2-S
(Anderson et al., 1968b); la banda a 845-850 cm™ atribuida a las vibraciones de
estiramiento del S=O de la (1-3)-B-D-galactosa 4S (Lloyd y Dodgson, 1961, cit. por
Stancioff y Stanley, 1969) y la banda a 930 em?  correspondiente a la 3,6-
anhidrogalactosa (Stanley, 1963). Esta misma banda Rochas et al., (1986) la atribuyen a la
sefial de la 3,6-anhidrogalactosa con contribucion de la B-D-galactosa 4-S (Fig ).

Por otra parte, los espectros obtenidos son similares a los reportados para ésta
especie por Dawes et al. (1977b) y el carragenano insoluble y soluble con tratamiento
alcalino fraccionado en 3M de KCl (EUi y EU2A1 respectivamente) reportados por
Stancioff y Stanley (1969), asi como a los espectros de carragenano nativo reportados por
Correa-Diaz (1987);, Zertuche-Gonzalez (1988) y Vega-Castro y Martinez-Rocha
(1989). De igual manera los espectros de E. uncinatum, muestran similitud a los
obtenidos para de E.spinosum reportado por Bellion et al. (1983) y Whyte et al. (1985),
asi como a las diferentes especies de Fucheuma de Florida productoras de iota-
carragenano, (Dawes et al.,1977a).

El tratamiento alcalino elimina el grupo sulfato presente en el C6 de la (1-4)-a-D-
galactosa 6-sulfato (o 2,6-disulfato) con la consiguiente formacion de 3,6-

anhidrogalactosa (o anhidrogalactosa 2-sulfato) (Anderson et al.,, 1968b) y su efecto
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puede ser observado por la disminucion de la banda a 1250 cm™ correspondiente al total
de sulfatos. Como consecuencia, ocurre un decremento de la absorcion en la region de
1000 a 980 cm™ que provoca una mejor definicion de la estructura en doblete formada por
las bandas a 970 y 930 cm™” (Dawes et al, 1977a y b; Correa-Diaz, 1987). En forma
similar, el decremento en la absorcién en la regién de 820 cm™, correspondiente al éster
sulfato del C6 de la unidad a-D-galactosa, donde no se manifiestan picos definidos,
provoca un incremento aparente de las bandas de absorcion a 805 y 845 cm™ tal como fué
mencionado por Stancioff y Stanley (1969) (Figs. 6 ).

De igual manera, los espectros obtenidos del iota-carragenano comercial presentan
las mismas bandas que el carragenano nativo y del carragenano con tratamiento alcalino de
E. uncinatum, pero la similitud respecto a la intensidad de las bandas es mayor con estos
ultimos.

Respecto al lambda carragenano comercial el espectro de IR obtenido es similar al
descrito por Stancioff y Stanley (1969) para la fraccion lambda de Gigartina stellata.

La sefial débil a 900 cm™ asignada a (1-3) galactosa desulfatada en agar (Whyte et
al. 1985) al hibrido B/x carragenano (Whyte et. al. 1985; Knutsen y Grasdalen, 1987,
Santos, 1989; Liao et al. 1993) y a-carragenano (Zablackis y Santos, 1986) se presenta
con mayor o menor intensidad en todos los espectros analizados incluso en lambda
carragenano lo cual soporta la idea de la presencia de residuos de galactosa enlazados en 3
y /o 4 sin sulfatar, tal como lo menciona Chiovitti et al. (1995a). Esto contribuye a la
desviacion observada en el patron de sulfatacion del carragenano respecto de las
estructuras ideales .

Para propositos cuantitativos es dificil precisar, mediante una comparacion simple,
cuando ocurre un cambio de intensidad de las sefiales entre un espectro y otro, ya que por
un lado la disminucion de sulfatos por el tratamiento alcalino disminuye la absorcion en
ciertas regiones del espectro con el consiguiente incremento de otras. Esto deja al
descubierto algunas bandas de absorcion antes no visibles (ej 970 cm’). Ademas de lo
anterior, existen otros factores que también influencian la intensidad de las bandas de
absorcion, como son la concentracion y la respuesta instrumental. Sin embargo, el empleo

de razones entre bandas de absorcion puede emplearse comparativamente entre diferentes
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espectros y hacer mas visibles las diferencias ( Stancioff y Stanley, 1969; Peats, 1981,
Rochas et al., 1986 y Cosson et al., 1995).

El empleo de las razones antes mencionadas requiere de cierta estandarizacion en
la metodologia y en lo posible el empleo de curvas de calibracion propias. En lo que
respecta a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se encontr6 una mayor
correlacion de las moles de sulfato por hexosa con la razon a 805/845 propuesta por Peats
(1981) y con la razén 805/2920 propuesta por Rochas et al. (1986).

Algo notable que se observo, fué que la correlacion entre las razones anteriores
con el grado de sulfatacion, fué mayor cuando se empled en el calculo la absorcion total
de las bandas en vez de la absorcion determinada por la linea base mas probable empleada
por Rochas et al. (1986). Empleando el mismo método de calculo la razon 805/845 fué
casi equivalente a la razon 805/970 tal como fué observado por Correa-Diaz et al. (1990)
con el método de Rochas op. cit..

Mediante la comparacion de las razones de absorcion a 805/2920, 930/2920 y la
de 805/845 se puede observar el efecto del tratamiento alcalino sobre los carragenanos. El
incremento de las primeras dos razones lleva a suponer que la desulfatacion de las
unidades disacaridas, forma en primer instancia la correspondiente 3,6-AG-2-S como
componente principal en los carragenanos de E.uncinatum y en menor grado a 3,6-AG
desulfatada, lo cual es congruente con el menor grado de sulfatacion estimado mediante la

raz6n molar (Tabla 8 ).

IV.8.-Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN-C13).

Todas las sefiales obtenidas en los espectros de los carragenanos de E. uncinatum,
en los diferentes estadios y tratamientos mostraron una diferencia constante de 0.3 a 0.4
ppm respecto a los obtenidos por Bellion et al., 1983, lo cual puede deberse al método de
referencia empleado (Craigie, 1997).

El espectro de RMN C-13 obtenido de E. uncinatum es similar al reportado para
E. spinosum por Bhattacharjee et al. (1977 y 1978); Bellion et al. (1981); Bellion et al.
(1983) y Deslandes et al. (1990).
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El espectro del carragenano con tratamiento alcalino de E.uncinatum presento las
12 sefiales mayores caracteristicas del iota carragenano (Atay Brade figs. 8y 10) y enla
region de los carbonos anoméricos solo se observan las sefiales caracteristicas de la unidad
disacarida repetitiva (G4-A2) del iota carragenano Ic1 (102.2 ppm) e Ia1 (92.1 ppm),
Bhattacharjee et al. (1977 y 1978); Bellion et al., (1983); Usov et al, (1980); Usov
(1984); Greer y Yaphe (1984b).

En el espectro del carragenano con tratamiento alcalino donde no se eliminé el
almidon florideano (A2 de la fig.9 ), presentd una serie de sefiales adicionales que estan
ausentes en los carragenanos precipitados con cetavlon. Estas sefiales coinciden con las
sefiales correspondientes a los carbonos de a-D-glucanas reportadas por Dais et al
(1982) y con las sefiales obtenidas de la fraccion soluble en cetavion de Furcellaria
lumbricalis por Knutsen y Grasdalen (1987). En el mismo espectro, a pesar del traslape
de las sefiales de algunos carbonos del almidon florideano con los respectivos de
carragenanos, este no interfiere en la identificacion del tipo de carragenano presente ya
que en la region de los carbonos anoméricos, el carbon anomérico para a-D-glucanas se
localiza en un campo ligeramente mayor al correspondiente a cualquier tipo de
carragenanos ( sefial a 100.2 ppm., Dais et al., 1982; Knutsen y Grasdalen, 1987).

El espectro de RMN-C13 del carragenano nativo de E.uncinatum (Anat) muestra
algunas sefiales que estan ausentes en el carragenano con tratamiento alcalino.
Particularmente en la regiéon de los carbonos anoméricos se presentan dos sefiales de
menor intensidad respecto a las identificadas para el iota carragenano, éstas son las sefiales
asignadas al G1 y D1 (a 104.91 y 98.46 ppm respectivamente), de la unidad repetitiva
G4S-D2S,6S (v-carragenano), precursora de 1-carragenano (Bellion, 1983; Bellion et al.,
1983 y Greer y Yaphe, 1984b) (fig 7).

La resonancia magnética nuclear de C13 ha probado ser una técnica util en la
identificacion de carragenanos hibridos, principalmente por las sefiales emitidas por los
carbonos anoméricos. Es por ello que en el carragenano de E. uncinatum la ausencia de
otras sefiales en este campo, diferentes a las del iota carragenano, descartan la presencia
como componente mayor de otro tipo de carragenanos (ej. kappa, beta etc.). A pesar de

lo anterior, no debe descartarse que puedan estar presentes como componentes menores y
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su concentracion esté por abajo del limite de deteccion, tal como fué observado en los
espectros de RMN-C13 de la fraccion resistente a la enzima 1-carragenasa de L. spinosum,

(Bellion et al., 1981, Bellion, 1983) y de E. nudum, (Greer y Yaphe, 1984b).

1V.9 - Prueba de Bondad de Ajuste:

El manejo estadistico de los datos obtenidos por la ruta no paramétrica y en este
caso por la prueba Xi *> nos permite hacer comparaciones entre las muestras y con
estandares, la prueba, indica que los carragenanos nativos tienen similitud con el tipo iota.

Los carragenanos con tratamiento alcalino muestran similitud con kappa

carragenano, pero la semejanza es mayor con los del tipo iota (tabla 12).

Con base en lo discutido en el presente trabajo, puede afirmarse que Eucheuma
uncinatum contiene carragenanos del tipo iota como componente principal. Las
caracteristicas fisicoquimicas, asi como la composicion quimica tipicas para iota
carragenano, no se manifiestan en el carragenano nativo, solo se presentan posterior a un
tratamiento alcalino. Esto quiere decir que la forma precursora v carragenano se encuentra
presente en el carragenano nativo en cantidad suficiente para enmascarar el caracter del
iota carragenano.

Las diferencias que mostro el carragenano de E. uncinatum en la fuerza de gel
respecto al iota carragenano comercial , la desviacion en el patron de sulfatacion respecto
a la estructura idealizada, asi como el incremento de la sefial correspondiente a la 3,6-
anhidrogalactosa en los espectros de infrarojo con tratamiento alcalino, son indicativos de
la presencia de pequefias fracciones de kappa carragenano, por este motivo, la aplicacion

de enzimas puede ser una herramienta ttil para su deteccion.
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